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Hydrierungs- und Oxydationsprodukte der Carotine 
34 als Vorstufen des A-Vitamins. 
Von 
Riehard Kuhn und Hans Brockmann, 


Mit 2 Figuren im Text. 


tus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1932.) 


e-Carotin unddasin der Natur weiter verbreitete 7-Carot in 
vermégen in etwa gleichen Mengen (5 y pro Tag und Ratte) die 
Krscheinungen des A-Mangels zu heilen.!) An diese Feststellung 
kniipft sich die Frage, wie weit beide Farbstoffe konstitutive 
Veriinderungen erleiden kénnen, ohne die spezifische biologische 
Wirkunge zu verheren. 

In dieser Richtung heet die Angabe vor, dab Dihydro- 
carotine, dlige, uneinheitliche Produkte, die ber Reduktion mit 
Aluminiuin-amaleam entstehen?), ebenfalls wirken.’) Es wurde 
der Vermutung Ausdruck verhehen, dab die Umwandlung der 
Carotine in A-Vitamin solche Hydrierungsstuten durchliuft und 
es wurde die Ahnlichkeit noch stiirker hydrierter Priiparate mit 
A-Vitaminpriiparaten aus Leberélen in bezug auf Farbe und Farb- 
reaktionen hervorgehoben.4) Eine Nachpriifung dieser Angaben 
macht es sehr wahrscheinlich, dab umeekehrt die erheblich 
schwankende und verhiiltnismibig geringe Wirksamkeit (LOO 


YR. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 64, 1859 (1931); 
H.v. Euler, P. Karrer, H. Hellstr6m u. M.Rydbom, Helvet. chim. 
Acta 14, 839 (1931). Uber einen ausfithrlichen biologischen Vergleich von 
«- und §-Carotin berichten wir mit Herrn A. Scheunert an anderer Stelle. 

2) J. H.C. Smith, J. of biol. Chem. 90, 597 (1931). 

3) P. Karrer, H. vy. Euler, Hl. Hellstr6m u. M. Rydbom, Svensk 
Kemisk. Tidskr. 43, 105 (1931); Hi. v. Euler, P. Karrer, H. Hellstrém u. 
M. Rydbom, Helvet. chim. Acta 14, 839 (1931); B. Ahmad u. J. C. Drum- 
mond, Journ. Soc. Chem. Ind. 50, 183 (1931). Perhydro-carotin ist nach 
ll.v. Euler, V. Demole, P. Karrer u. O. Walker, Helvet. chim. Acta 
15, 1082 (1930) unwirksam. 

4) P. Karrer, H.v. Euleru. H. Hellstrém, Svensk Kemisk Tidskr. 
13, 138 (19381). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII. l 











y) Richard Kuhn und Hans Brockmann. S iN 


pro Tage und Ratte) von Dihydro-carotin-priiparaten ') mit eine 
in Pierkérper statttindenden Dehvdrierung za Carotin zusammen. 
hiingt. Nach Fiitterung von .Dilvdro-carotins an A-vitamintre . 
Ratten, die darauf ansprechen, lief sich nimlich in der Lebe: 
Carotin in’ Mengen nachweisen, die den maximal modehehe 
Carotingehalt des eegvebenen Dihyvdroproduktes LO tach iihersterge I, 
Die Autfassune, dab die Dihyvdroverbindungen nur soweit Waehs- 
tuimswirkung entfalten, als sie zu @- oder f-Carotin dehydrie: 
werden, stiitzt sich auch aet Modellversuche im vitro, ino dene: 
es gelungen ist, Dihydro-polvene unter sehr gelinden Bedingungen | 





durch Luttsauerstotf mit priparativ vorziighchen Ausbeuten zi 
den entsprechenden) Polyenen zu dehydrieren. *) 

Wenn wir @- und 8-Carotin als Provitamine A@ und AS aut: 
fassen, so erschemen die Dihvdroverbindungen®) nach dem Seheme 
Dihvdro-carotin > Carotin > A-Vitamin 

als Vorstufen der Provitamine. | 

Viel eimladender als die ersten Hydrierungsprodukte sind dir 
ersten Oxvdationsprodukte der Carotine, da sie sich durch 
hervorragendes — Krvstallisationsvermégen — auszeichnen, Durch 
schonende Eimwirkung von verdiinnter) Chromsiture haben wir, 
aus ?-Carotin cine Reihe yen Oxydationsprodukten erhalten, von 
denen das @-Oxy-carotin ©) H.O, und das p-Carotinon 

Bs Oe deren Bruttoformeln zunichst unter Vorbehalt gelten, 

wiher beschrieben sind.?) Die sehr charakteristischen WKrystall- 9 27 
formen und die Absorptionsspektren®) beider) Verbindungen sind 
in Fie. Lo abeebildet 

Die Wachstumskurven, von denen cinige wenige Beispicle 
In Fig. 2 wiedergegeben werden, sind enter den im = experimen- 


preset ; - V0 
tellen Teil angegebenen Bedingungen bestimmt worden. — Sie 
zwigen, dab @-Carotinon avch in) Tagesdosen von 30 7 a 
A-yitamintreien Ratten véllig wirkungslos ist. Dem @-Oxy- * 
1 Vel B. Ahmad u. J.C. Drummond, Journ. Soc. Chem. Ind. 51). 
183 (199%). 
)R. Kuhn u. P. J. Drumm, Ber. chem. (es. 6%, 1458 (1982). 
(renauer: die wirksamen Bestandteile der 6ligen Dihydropriiparate. 
} Die Wirksamkeit von Carotinjodiden kann nach H.v. Euler u. 
r ” . . . ‘ . . ] } 
DP. nos rer ebenfalls mit einer Regenerierung des Carotins im Organismus | _ lintit 
zusammenhiingen, ord| 
YR. Ruhnu. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 65, 894 (1932). ahi 


6) Lichtelektrisch photometriert, vgl. R. Kuhn u. A.Smakula, Diese 
7. 197, 16t (1931). Herr K. W. Hausser danken wir aufrichtig fiir Au 
fiihrung der Messungen. 
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arotin kommt dagegen noch ino Mengen von oy pro Tag 
arke Wachstumswirkung zu. Seine Wirksamkeit ist) von 
cher GréBenordneng wie die von @ und f-Carotin.’) Nach 
r chromatographischen Analyse kiinstlicher Gemische kann im 


-Oxyearotin nicht mehr als 0.5°/) unveriindertes @-Carotin ent- 











a 
/-Oxyearotin aus Benzol-Methanol. p-Carotinon aus absolutem: Alkohol. 
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Fig. 1. Absorptionsspektren. 


halten SCID. Die beobachtete Wachstumswirkune ist POO mal 


erOBer, als es dem maximal mébghehen Gehalt) an ($-Carotin nach 


mdghch wire. 


') Vel. die Gewichtskurven, Ber. chem. Ges, 64, 1859 (1931). 
| * 








4 Richard Kuhn und Hans Brockmann, 


Die biologische Aktivitiit: des B-Oxy-carotins im Gegensat 
zur Inaktivitiit des f-Carotinons haben wir darauf zuriickgetiihr , 
daB nur ersteres noch einen unverselhrten #-Lononring enthiil,, 
Die im B-Oxy-carotin unversehrte Hiilfte der @-Carotin-molek «| 
kann danach vom Organismus zur Bildung des A-Vitamins noc) 
ausgenutzt werden. Fiir die Richtigkeit dieser Auffassung spriciit 
die Beobachtung, daB die Leberdle A-vitamintreier Ratten auch, 
nach Fiitterung von 8-Oxy-carotin starke Blaufiirbung mit Antimon- 
trichlorid geben und dab die Absorptionsbanden der blaven Lésungen 
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(620 mu) mit denjenigen iibereinstimmen, die nach Fiitterung von 
e-Carotin beobachtet werden. @-Oxy-carotin ist das dritt 
Provitamin A, das in einheitlichem Zustand vorliegt. 
Kin geringer Teil des Farbstoffs ist durch Absorptionsspektrum 
und Adsorptionsverhalten unveriindert in der Leber nachzuweisen. 
Kine Riickverwandlung in #-Carotin ist Inner im Gegensatz zu) 
3-Dihydro-carotin ganz unwahrscheinlich und es konnten au |i 
keine Anhaltspunkte dafiir gewonnen werden. 
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saat Experimenteller Teil. 

hn : p-Oxycarotin. Die Darstellung ertolete nach dem bereits init- 

iil, _oteilten Verfahren. Neve Klementaranalysen ergaben innerhalb der 

‘k | }ohlergrenzen etwas hohere K ohlenstott- und Wasserstotiwerte.)) 

_— 8,748 mg Subst.: 11,46 mg CO,, 3,50 mg H,0O. 3,910 mg Subst.: 

cn 11,95 mg CO,, 3,60 mg H,0. 

Wel Cas Ber. © 83,27 HT 10,14 

On- Gef. ,, 83,39, 83,35 . 10,44, 10,31 

gen | Die Mittelwerte der fritheren Analysen (4) betrugen © 83,15, 
H 10.20. Zur biologischen Priiftung wurde éfter umkrystallisiert 
uid durch chromatographische Analyse auf Kinheithehkeit ge- 
priitt, Aus Benzinlésung (Siedep. T0—S0%) wird das f-Oxyearotin 

| an Almminiumoxvd [E. Merek*)| in Form einer scharfen gelben 
y Zone adsorbiert, die in allen Sehichten dasselbe Absorptions- 


mT spektrum (nach Elution) zeigt. Durch Adsorptionsanalyse kiinst- 

{\ licher Gemische mit 8-Carotin wurde testgestellt, dab ein Gehalt yon 

a 1°/, @-Carotin noch sehr deutlich durch eine rote Zone zu erkennen 
ist, die unterhalb der gelben Zone des @-Oxyearotins auftritt. 

' Oxydation von (-Oxycarotin. 60 me f-( xvearotin wurden in 








Ole I> cem Benzol und 25 cem Eisessig gelost und tropfenweise mit 
feem n/lO-Chromsiiture unter lebhattem Rithren versetzt. Die 
chromatographische Aufarbeitung leterte kein f§-Carotinon, Wir 
erhielten vielmehr eine in gelben Niidelehen krystallisierende Sub- 
stanz vom Schmelzp. 190—1L9L9° (Berl, Hochvakuum). Diese 
bleibt ber der Verteilung zwischen Benzin und 90 °/, igem Methanol 
iiberwiegend im Kohlenwasserstofh, In den Loéshlichkeitseigen- 

| schatten und im Adsorptionsverhalten eegeniiber Caleimearbonat 

/ leicht sie dem #-Oxyearotin, Sie unterscheidet sich yon diesem 

F durch den héheren Schmelzpunkt und die etwa 5 mu kurz- 
welhigere Lage der Absorptionsbanden, Die Schwerpunkte der 

‘ Banden liegen in Benzin (Siedep. TO—SO0°") ber 473, 443, 419 Iw. 
Iie Priifune auf Wachstumswirkung ist noch nicht abeeschlossen. 

Weitere Oxydation des /-Carotins. Bein Abbau von @-Carotin 

Vol mit der fiir 8 O-Atome berechneten Menge n/L0-Chromsiiure er- 

tte lielten wir unter anderen eine in helleelben Nadeln sehr schon 

art. krvstallisierende Verbindung, die nach mehrfacher Krystallisation 
wn 

eN, ') Getrocknet wurde wieder im Hochvakuum bei 100°. 

- *) Die unter gleicher Bezeichnung (Anhydr., puriss.) erhiiltlichen 


’riiparate weisen bei der chromatographischen Analyse von Carotinoiden 
R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 206, 51 (1932)) sehr bedeutende 
‘nterschiede auf. Zu bevorzugen sind grobkérnige Priiparate. 
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aus 70° igem Athvlalkohol ber 1429 (Berl) schmolz. Diese 
Oxvdationsprodukt ist) leicht léslich in Alkohol, weniger léslic! 
In Benzin und Petrolither. Die Benzinlésune zeiet sehr schart' 
Absorptionsbanden ber 462 und 436 mu, die karzwelliger als be 
allen anderen bisher erhaltenen Oxydationsprodukten legen. Be 
der Verterlung zwischen 90° igem Methanol und Benzin = eeh 
fast alles im den Alkohol lm Chromatogramm erhilt) man an \ 
Calciumearbonat eine gelbe Zone, die sich mit viel Benzin lane- sti 
sam durch die Siule waschen Tibt. Die niithere Untersuchune de 
steht noch aus, Be ie 

Priifung auf A-Vitaminwirkung. Zur |’riitung der Oxydations- nm 
produkte auf ihre Wachstumswirkung wurden Albinoratten cigener Cu 
Z7ucht verwendet, die teils von Wistar-Ratten des Glaxo Research- Tir 
Laboratoriums, London, abstanunten, teils aus deutschen Albino- 
ratten weltergeziichtet waren. 

Die A-vitamintreie Grunddiiit!) jinderten wir insofern etwas ab, als 
wir einen Teil der Reisstiirke durch Dextrin ersetzten. Dadureh wurde 
das Backen der Keks iiberfliissig und die B-Faktoren konnten in Form 
von ,,Vitox* dem Futter direkt beigemengt werden. Das Futter hatte 
folzende Zusammensetzung: 20 Teile Casein (mit Methanol hei’ extrahiert 
und 24 Stunden auf 120° erhitzt), 15 Teile Dextrin, 35 Teile Reisstirke 
(24 Stunden auf 120° erhitzt), 15 Teile Arachis6l (8 Stunden bei 150° durch 
liiftet), 10 Teile Vitox (Marmite), 5 Teile Salzmischung (nach E.V.Me. Collum De 
und N. Simmonds).?) hel 

Die Keks werden so bereitet, dab zuniichst die einzelnen Bestandteile 
unter Zuriickstellung eines Teils der Reisstirke mit der wiibrigen Lésung 
von Vitox zu einem diinnen Brei verriihrt werden, der durch Zugabe der 
restlichen Reisstiirke eine knetbare Konsistenz erhiilt. Der gut durch chi 
geknetete Teig liBt sich mit cinem Kiichenholz, das mit etwas Reisstiirke stin 
bestrichen ist, leicht auswalzen und wird dann zu Tiifelehen zerschnitten. wes 
die an der Luft in kurzer Zeit erhiirten und sich sehr lange halten. 

D-Vitamin eaben wir in Form you Vigantol, und zwar erlielt 
jedes Tier 2) klinische Einheiten pro Woche. 

Die untersuchten Priparate wurden in Arachisél gelést end 
wie frither aus kleinen Glasmipfen verfiittert. Nur in den Fiillen, 





in denen die Tiere ihre Nipfe nicht sofort ausleckten, wurden Wa 
die Lésungen mit der Pipette verabreicht. 

Schicksal des /-Oxycarotins in der Leber. 3} A-vitamuinfrer er- 
nihrte Ratten wurden mit je Ting B-Oxvearotin (in Arachisé! os 
eelist) 7 Tage lane gefiittert. Die Lebern wurden sofort) nach 
dem Tod der Tiere fein) zerrieben, mit Methanol und dann mit 


YR. Kuhnu. WH. Brockmann, Ber. chem. Ges. 64, 1859 (1931). ate 
*) J. of biol. Chem. 33, 55 (1915). 
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mzin eXtraliert. Nach Zusatz von reichlich Wasser zu den 
reinigten Extrakten wurde gut durcheeschiittelt und die Benzin- 
licht abechoben, Die witbrig-alkoholische Schicht schiittelten 
r noch 2imnal mit Benzin durch. Die veretmeten Benzinextrakte 
rden im Vakuum auf ein kleines Volumen cingeenet und gaben 
ch kurzem Zentrifugieren eie klare, eelbe Losune, die das 
\osorptionsspektrum des @-Oxyearotins zeigte, und deren Farb- 
stotfgehalt colorimetrisch ermuittelt wurde. Die durch Verdampten 
dev. Benzinl6sene erhaltenen Leberble warden zur) Bestimmung 
des Vitamingehaltes in Chloroform gelést und die Blautiirbune 
mit SbCL, wurde durch Vergleich mit) Standardlésungen von 
CuCl, + CoNO,), bestimmt. Die in’ der Tabelle angegebenen 
Zahlen geben die Blavfirbung in Loyvibondeimheiten pro Leber an. 

















Leber- | 9-Oxycarotin aa ye oe Lovibond-| Absorptionsbanden 
. : aer geipen : . oe 
cewicht in mg Ra einheiten | der blauen Loésung 
Benzinlésung 

in g pro Leber in mu pro Leber in mu 

3,9 — 473 446 d+ 621 286 | = 

a) 0,012 478 440 36 620 585} z 

6,1 O,OLO 477 446 63 621 D387 | S 
«w-Dihydrocarotin. Reines @-Carotin von (@¢4 = - 365° 


Benzol) wurde init Aluminiumamaleam in Ather reduziert. Der 
helleelbe) élige Dihydrokérper, der frei yon Carotin war, zeigte 
“ey = (+ LAT? x 100): (5.26 « 2) = 4 140" (Benzol), mit den 
Darstellunesbedingungen etwas schwankend. = Mit) Antimontri- 
chlorid in’ Chloroform erhielten wir blaue Lésungen, die) eine 
starke Absorptionsbande bet 5ST mu und cine viel schwiichere, 
wentger scharfe bei 650 ina zeigten, 

Kiir die biologische Priifung wurden @- und g-Carotin 2 mal 
MN der Woche reduziert , sO dal stets frisch bereitete Dihvdro- 
verbindungen) zur Anwendune eelaneten. Die meisten Versuche 
vurden mit je Oaine pro Tag ausgefiihrt. Von 382 A-vitamin- 
freien Ratten zelgten bei dieser Dosierunge teilweise langsames 
Wachstum im Laufe yon LO Wochen 

35° 9 mit o-Dihydrocarotin, 27°, mit 9-Dihydrocarotin. 

Die tibrigen Tiere gingen unter den charakteristischen Er- 
scheinungen des  A-Mangels ein. Einige yon  ihnen hielten 
Humerhin thr Gewicht noch linger als die WKontrollratten., 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir 


Dank aus, 
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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XNANIL. Mitteilung. 


Uber die Extraktivstoffe des Karauschenfleisches. 


Von 


H, Talanowa. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium des 1. Medizinischen Staatsinstituts Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1932.) 


Das Carnosin, einer der wichtigsten Extraktivstoffe der quer- 
cestreitten) Muskulatur, ist) bei fast allen Wirbeltieren  nach- 
sewiesen worden,  Ausnahimsweise fehlt es [M. Clifford?)] im 
Kleische der Anacanthini (Gadus, Pretta, Pieuronectes, Solea, 
Letzterem Autor ist es jedoch gelungen, Carnosin in Mengen von 
O.11-—0,50°/, ber Acanthopteri und Physostomi nachzuweisen, 
Hier sei nur darauf hingewiesen, dal der genannte Autor sich 
des colorimetrischen Diazoverfahrens bediente, das aber keines- 
wegs spezifisch als Carnosinprobe betrachtet werden darf. Dasselbe 
Verfahren wurde auch yon Fr. M. khuen?) benutzt, der im Brassen- 
Hleisch O,126°/, Carnosin  feststellte; bei gravimetrischer  Be- 
stimmung (als) Kupferearnosin) lieferte dasselbe Material nur 
0.088 °/) Carnosin, U.Suzuki und Mitarbeiter’) konnten Carnosin, 
Kreatin, Alanin, Hypoxanthin und Spuren von Histidin bein 
Lachs nachweisen: im Sardinentleisch gelang es ihnen Carnosin 
und Kreatin nachzuweisen, Bei dieser Sachlage war es wiinschens- 
wert, die Untersuchung der Extraktiystoffe der Muskeln auch 
anderer Fische auszutiihren, 

1.100 ¢ NKarauschentleisch (Carassius carassius I.) wurden moéez- 
lichst sorefiiltig von Griiten und Fett befreit, mit der Fleischhack- 
maschine zerkleinert und bei 53—60° mit Wasser 3 mal extrahiert. 

Unter Kochen bet schwach saurer Reaktion wurde das Kiweil 
entfernt und das Filtrat auf dem Wasserbade bis auf 1 Liter 


eingedamptt. Nach der im hiesigen Laboratorium ausgearbeiteten | 
Methode*®} wurde dann im Extrakt und in verschiedenen Frak- | 


tionen desselben der Stickstoffgehalt bestimmt. 


') Biochemie. J. 15, 725 (1921). *) Biochem. Z. 189, 68 (1927). 

) U. Suzuki, K. Yoshimura, M. Yamakawa u. Y. Irie, Diese 7. 
62, 1 (1909). 

') Hoppe-Seyler u. Thierfelder, Handb. d. physiol.- u. pati. 
chem. Analyse, S. 861 (1924). 








ein, 
5 9 

iibe 
setz 
neu 
eins 
erhi 
erh: 
Mit 
ren 
sch] 
ZU 
Zuf 
Nie 
filti 
sulf 
ced, 


wiil 





kau 





rere 


Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 9 











Stickstoffgehalt 





_— cawesten Huhn Rind Schwein Schaf ') 
carassius | 
0/ O/ 0/ | 0 0; 
/0 /o /o /0 0 
: | 
 EiweiBfreier Extrakt .. . 0,362 | 0,436) — 0,411 | 0,331 
I. Quecksilbersulfatniederschlag 0,103 | 0,091 | 0,103 0,103 | 0,048 
4, Silberniederschlag .... . 0,030 0,025) — — - 
Silber- Barytniederschlag i 0,031 | 0,006 0,065 0,062 | — 
Filtrat vom Silber-Barytnieder- | 
schlag . 0,008 | — | — — 
Il. Filtrat vom Quecksilbersulfat- 
niederschlag. ....... 0,201 ; — | — — | 0,196 
| Ph.W.-Niederschlag. . . . . . 0100 | — | — | 0,095 
Silberniederschlag ...... 0,020 | - | - — — 
Silber-Barytniederschlag. . . 0,030 | - } — — 
—Filtrat vom Ph.W.- -Niederschlag 0,040 — | - - 0 059 


Das Krautsche Reagens ergab einen so se 
Niederschlag, daB die Stickstoffbestimmung sich als unnoétig er- 
wies. Der geringe Stickstoffgehalt in den Silber-Barytnieder- 
schliigen des Karauschenfleisches lieB vermuten, daB Carnosin 
darin véllig fehlt oder héchstens in einer sehr geringen Menge 
vorhanden sein kann. 

Zur weiteren Untersuchung wurden 4,5 kg Karauschenfleisch 
genommen. 

Der eiweiBfreie Extrakt wurde auf dem Wasserbade bis auf 1 Liter 
cingedampft, dann mit einer 10°/,igen Quecksilbersulfatlésung in einer 
5°/,igen H,SO,-Loésung gefiillt. Der Quecksilbersulfatniederschlag wurde 
iiber Nacht stehen gelassen, dann abgesaugt, gewaschen und mit H,Sezer- 
setzt. Die Flissigkeit wurde vom Quecksilbersulfid abgesaugt, mit Ba(OH), 
neutralisiert, nochmals abgesaugt, auf dem Wasserbade bis auf 300 cem 
eingedampft und mit einer 25°/,igen Silbernitratlésung gefiillt. Der so 
erhaltene, geringe Niederschlag wurde abgesaugt, mit H,S zersetzt und die 
erhaltene Fliissigkeit auf dem Wasserbade bis zur Trockne eingedampft. 
Mit dem Riickstand wurde alsdann die Ammoniakprobe auf Guanin vor- 
genommen, welche nur Spuren davon aufwies. Zu dem vom Silbernieder- 
schlag erhaltenen Filtrat wurde nochmals 25°/,ige Silbernitratlisung bis 
zum Auftreten der Kosselschen Probe zugefiigt und die Fliissigkeit durch 
Zufiigen einer heiBen Bariumhydroxydlésung gefiillt. Der so erhaltene 
Niederschlag wurde nach 2 stiindigem Stehen im Dunklen abgesaugt, sorg- 
filtig mit Wasser gewaschen, mit H,S zersetzt, die Fliissigkeit vom Silber- 
sulfidniederschlag abgesaugt und das Filtrat auf dem Wasserbade ein- 
vedampft. Dabei wurde ein krystallinischer Niederschiag abgeschieden. 


Die erhaltenen Krystalle wurden 8mal mit Alkohol aus 
WiBriger Lisung gefillt. Die wiBrige Lisung dieser Krystalle 


1) J. Smorodinzew, Diese Z. 92, 22 (1914); 128, 116 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXIII. 2 
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war optisch aktiv und zwar rechtsdrehend. Beim Erwirmen der- 
selben mit Kupfercarbonat gelang es jedoch nicht, Krystalle von 
Carnosinkupfer zu erhalten, was auf die Abwesenheit you 
Carnosin hinweist. 

Das Filtrat vom Quecksilbersulfatniederschlag wurde mit Ba(OH), 
neutralisiert, mit H,S zersetzt, der (uecksilbersulfidniederschlag abgesaugt 
und das Filtrat mit Magnesiumoxyd so lange erwiirmt, bis das Ammoniak 
vollig entfernt war. Dann wurde die Fliissigkeit mit Ba(OH), neutralisiert, 
abgesaugt und mit 25°/,iger Silbernitratlisung gefillt, der geringe Nieder- 
schlag mit H,S zersetzt, das Silbersulfid abgesaugt und das erhaltene Filtrat 
mit dem entsprechenden Filtrat der Quecksilbersulfatniederschlagfraktion 


vereinigt. 

Zu dem vom Silberniederschlag erhaltenen Filtrat wurde 
nochmals eine 25 °/,ige Silbernitratlésung bis zum positiven Aus- 
fall der Kosselschen Probe zugefiigt und die Fliissigkeit mut 
einer heiBen Ba(OH),-Lésung gefillt. Der geringe Niederschlag 
wurde nach 2 stiindigem Stehen abgesaugt, gewaschen, mit H,S 
zersetzt, der Silbersulfidniederschlag abgesaugt, das alkalisch 
reagierende Filtrat mit HNO, neutralisiert und auf dem Wasser- 
bade bis zur Sirupdicke eingedampft. Beim Stehen schieden sich 
aus dem Sirup Krystalle aus. Sie waren in Wasser léslich und 
mittels Pikrinsiiure fillbar. Der erhaltene Pikratniederschlag 
(2,0 g) wurde abgesaugt und aus wiifriger Lésung durch Fallen 
mit Alkohol umkrystallisiert. 

0,0934 g Subst.: 0,1148 g CO,, 0,0304 g H,O. — 0,0559 g Subst.: 
13,5 eem N, (23°, 744 mm). 

C.H,,O;N, (302,1) Ber. C 31,8 H 3,3 N 27,8 

: Gef. ,, 31,8 »» 3,4 » 27,8 

Somit entsprachen die Resultate der Analyse der Formel 
des Pikrates von C,H,N,, d.h. von Methylguanidin. 

Das Filtrat vom Silber-Barytniederschlag wurde mit CO, und H,5 
bearbeitet und danach mit Krautschem Reagens gefillt. Der so erhaltene 
geringe Niederschlag wurde itiber Nacht stehen gelassen, dann abgesaugt 
mit Bleihydroxyd zersetzt, Pb” mit H,S entfernt und das alkalisch reagierende 
Filtrat im Vakuum eingedampft. Der erhaltene Riickstand war so gering, 
daB er nicht weiter bearbeitet werden konnte. Folglich enthielt der Extrakt 
kein Carnitin. 

Somit enthielt das Carassiusfleisch Methylguanidin und Spuren 
von Guanin, Carnosin und Carnitin konnten unter den stick- 
stoffhaltigen Extraktivstoffen nicht nachgewiesen werden. 


Ich méchte hier meinen innigsten Dank Herrn Prof. W1.Gule- | 
witsch fiir seine stiindige Leitung und Hilfe bei meiner Arbeit 
ausdriicken. 
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Uber das Verhalten des Piperidinringes im Stoffwechsel. 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. September 1932.) 


Derivate des Piperidins sind im Pflanzenreiche sehr verbreitet, es 
gehéren hierher ja Substanzen mit manchmal sehr starker physiologischer 
Wirkung, wie das Piperin im Pfeffer und das Coniin im Wasserschier- 
ling — im Tierreich hat man Piperidinabkémmlinge bisher nicht aufgefunden. 
Uber die physiologische bzw. pharmakologische Wirkung des Piperidins 
und der substituierten Piperidine ist bisher nur wenig bekannt. Eine Zeit- 
lang hat man gemeint, sie wirkten harnsiiurelésend, die Erfahrungen der 
Kliniker scheinen aber nicht giinstig gewesen zu sein, denn die piperidin- 
haltigen Mittel sind so gut wie verschwunden. 

Von Wolffenstein') liegt eine gréBere pharmakologische Unter- 
suchung vor, in der er Piperidin und Piperidinderivate subkutan injizierte 
und nun beobachtete, daB die Tiere unter wechselnden Erscheinungen zu- 
crunde gingen. Die Todesursache war gewohniich Erstickung, wenn nicht 
kiinstliche Atmung eingeleitet wurde. Wolffenstein glaubt, dab die 
eigentliche Todesursache eine zentrale Liihmung sei, und er beschriinkt 
sich in seiner Arbeit darauf, die letale Dosis fiir das Piperidin und eine 
Reihe von substituierten Piperidinderivaten festzustellen. 


Uber das Verhalten des Piperidins und das Schicksal des 
Piperidinringes im Stoffwechsel legen bisher keine Untersuchungen 
vor. Es liegt dies wohl hauptsiichlich daran, daB Piperidin nur 
sehr schwer per os Tieren einverleibt werden kann, schon 
geringe Mengen geniigen, um bei Hunden prompt Erbrechen 
hervorzurufen. Auch Verabreichung in Fleischwickeln verhindert 
das Erbrechen nicht. Diese Schwierigkeit liBt sich iiberwinden, 
wenn man das Piperidin mit gewissen anderen Substanzen 
koppelt — eine solche Verbindung liegt in einem Korper vor, in 
dem ‘Piperidin und Verona! mittels Formaldehyd zu einer Sub- 
stanz vereinigt sind, die N-Methylhexahydropyridinpropan-2-di- 
iithyl-1,3-dicarbonsiiureureid ist”) und folgende Formel hat: 


1) Ber. chem. Ges. 34, 2410 (1901). 
2) Die Substanz wurde mir freundlichst von der Chemischen Fabrik 
Dr. Rudolf Reiss in Berlin zur Verfiigung gestellt. 


O* 
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OC—NH H,C—CH, 
H,C, | | | | 
CC CO H,C CH, 
H.C | | a 
OC—N—CH,—N—CH, 

Das Produkt ist ein weiber, krystallinischer Kérper mit 
einem Schmelzpunkt von 122,5° und leicht in Wasser loéslich. Es 
zeigt einen leichten spermaiihnlichen Geruch schon beim Offnen 
des GefiiBes, in dem sich die trockene Substanz befindet. Lést 
man in Wasser, so tritt der Geruch schon deutlicher hervor; 
macht man mit Natronlauge alkalisch, so wird der Geruch sehr 
stark. Extrahiert man die alkalische Lisung mit Ather und list 
den Ather dann verdunsten, so erhiilt man als Riickstand ein 
intensiy riechendes Ol. Ein Tropfen davon, mit einigen Tropfen 
einer Nitroprussidnatriumlésung versetzt, gibt auf Zusatz von 
frisch bereiteter Acroleinlésung eine intensiv blauviolette Farbe 
(Piperidinreaktion). 

Um zu erfahren, um welches Derivat es sich handelte — 
es konnte sowohl Methylpiperidin wie freies Piperidin in Frage 
kommen —, wurden 125 g der urspriinglichen Substanz mit ver- 
diinnter Natronlauge bei Wasserbadtemperatur zersetzt, dann das 
abgeschiedene Ol im Scheidetrichter abgetrennt, iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und destilliert. Die ganze Masse destillierte bei 
234—235°. Ausbeute etwa 30 ¢. Nach diesem Resultat konnte 
es sich nicht um Piperidin handeln, denn der Siedepunkt des- 
selben liegt bei 106°, der des N-Methylpiperidins bei 107° Da- 
gegen stimmte der Siedepunkt mit dem des Methylendipiperidins 
itiberein [CH,(C,H,,N),]. Um die Substanz als solche zu identi- 


fizieren, wurde ihr Additionsprodukt mit Schwefelkohlenstoft 


(C,,H,,N, -OS,) hergestellt.’) Der Kérper krystallisiert in schénen 
langen Prismen und zeigte den verlangten Schmelzpunkt von 58”. 
Die Herkunft des Methylendipiperidins lieB sich dadurch 
aufkliiren, daf& die alkalische Spaltungsfliissigkeit (vgl. oben) niher 
untersucht wurde. Es zeigte sich, dab bei der Aufspaltung der 
urspriinglichen Substanz neben Veronal auch Formaldehyd ge- 
bildet wurde, der sich leicht durch seinen Geruch und durch 
die Reaktion mit Fuchsin-schwefliger Siiure nachweisen lief, 
Man muB sich wohl die Wirkung des Alkali so vorstellen. 
daB sich zuerst Veronalnatrium, Formaldehyd und Piperidin bilden 
und daB dann das Piperidin mit dem Formaldehyd unter Bildung 


1) Ehrenberg, J. prakt. Chem. [2] 36, 126 (1897). 
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Uber das Verhalten des Piperidinringes im Stoffwechsel. 


von Methylendipiperidin reagiert. Diese Vorversuche hielt ich 
fiir notwendig, um mich einigermafen dariiber zu orientieren, 
welche Produkte etwa bei der Verfiitterung der Substanz an Tiere 
zu erwarten waren. 


Fiitterungsversuche. 


Als erster Versuch wurde einem Hunde von etwa 9 kg Gewicht 0,7 g 
der Substanz = 0,4 g Veronal, in Fleisch eingewickelt, zu fressen gegeben. 
Irgend eine Wirkung wie etwa Somnolenz war nicht zu bemerken. Der 
Hund behielt auch im Gegensatz zur Fiitterung mit Piperidin als solehem 
sein Futter bei sich. 

Nunmehr wurden zwei Hunde eingesetzt und ihnen tiiglich 
die zu untersuchende Substanz im Futter verabreicht. Das gelang 
ohne Schwierigkeit. Der eine Hund (9,2 kg Gewicht) hat in 
35 Tagen 33,7 g und dann noch einmal in einer Periode von 
19 Tagen 19 g erhalten. Ein zweiter Hund (7,3 kg Gewicht) 
erhielt in 35 Tagen 17,3 g und in einer zweiten Periode von 
19 Tagen 9,5 g. Im ganzen sind also 79,5 g Substanz verfiittert 
worden. Hund I erhielt tiiglich 1 g Substanz, Hund II nur 0,5g¢, 
da er bei einer Gabe von 1,0 g schon deutliche Somnolenz- 
erscheinungen zeigte. Er wurde 3 Stunden nach der Verabreichung 
sehr schlifrig und teilnahmlos. 

Der Harn der beiden Tiere, die in Stoffwechselkiifigen ge- 
halten wurden, wurde gesammelt und eingedampft. Der sirupése 
Riickstand wurde mit der doppelten Menge 96°/ igen Alkohols 
ausgefallt. Diese Fiallung habe ich erzeugt, um die anorganischen 
Salze des Harns méglichst fortzubekommen. Das alkoholische 
Hiltrat (der Niederschlag, der mit Alkohol gefallen war, wurde 
verworfen) wurde vom Alkohol durch Abdampfen befreit. Es ist 
dies erforderlich, weil nunmehr mit Phosphorwolframsiiure eine 
Fillung erzeugt werden sollte. Manche Phosphorwolframate sind 
aber in Alkohol leicht léslich. Der alkoholfreie Sirup wurde jetzt 
mit emer passenden Menge Wasser verdiinnt, die Liésung auf 
) Volum-°/, Schwefelsiiure gebracht und mit einer 20°/) igen Liésung 
von Phosphorwolframsiure voéllig ausgefillt. Der massige Nieder- 
schlag wurde mit schwefelsiiurehaltigem Wasser griindlich ver- 
rieben und ausgewaschen und dann mit Aceton und heigem Baryt- 
wasser in der Hitze zersetzt. Vom phosphorwolframsauren Baryt 
wurde abfiltriert, der Niederschlag ausgewaschen und im Filtrat 
(ler ttberschiissige Baryt mit Kohlensiure gefillt. Dann wurde das 
ueve Filtrat auf dem Wasserbade zum Sirup eingeengt. Nun 
wird wieder mit Alkohol aufgenommen und so ein léslicher und 
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ein unldéslicher Teil erhalten. Der unlésliche Teil enthilt neben 
Baryumearbonat Phosphate und Kreatinin, er wird nicht weiter 
verarbeitet. Das Lésliche wird durch Abdampfen vom Alkoho! 
befreit, mit Wasser aufgenommen, mit Salpetersiure schwach an- 
gesiiuert und mit 20°/, Silbernitratlésung ausgefallt. Hier fallen 
die Purinbasen, die von mir nicht weiter untersucht worden sind, 
Dann wurde mittels Silbernitrat und Barytwasser eine zweite 
Fillung erzeugt, die von mir auch nicht weiter untersucht worden 
ist. Diese Fiillung wird méglicherweise Derivate der verfiitterte: 
Veronalkomponente enthalten haben. 

Die jetzt verbleibende Liésung wird mit Schwefelsiiure vom 
Baryt und mit Schwefelwasserstoff vom Silber befreit. Das vom 
Baryumsulfat und Schwefelsilber ablaufende Filtrat wird vom 
iiberschiissigen Schwefelwasserstoff befreit und noch einmal mit 
Phosphorwolframsiiure gefillt. Diese Fiallung wird sorgfiltig ge- 
waschen, um sie salpetersiiurefrei zu bekommen und dann wie 
oben mit Aceton und Baryt zersetzt. Nach Entfernung des iiber- 
schiissigen Baryums mit Kohlensiiure wird das Filtrat fast zur 
Trockne eingeengt, von sich ausscheidenden Resten vom Baryum- 
carbonat abfiltriert und die nunmehrige Lésung bei salzsaurer 
Reaktion mit Goldchlorid vollig ausgefillt. Die Fillung, die 
zuerst Olig kommt und noch schmierig ist, wird von der Mutter- 
lauge getrennt und hiufig aus heifem Wasser umkrystallisiert: 
dabei bleiben die Schmieren in den Mutterlaugen. Zum Schlui: 
werden schéne, lange, glinzende Nadeln erhalten, deren Schmelz- 
punkt (195°) sich auch bei weiterem Umkrystallisieren nicht iindert. 
Ausbeute an reiner Substanz: 1,45 ¢. Die Analyse der Krystalle, die 
im T'rockenschrank nicht an Gewicht verloren, lieferte folgende Werte: 

17,520 mg 7,290 mg Au = 41,61°/, Au 
14,325 mg 5,935 mg Au = 41,43°/, Au 
21,850 mg 9,170 mg Au = 41,97°/, Au 
9,225 mg 2,11 ecm n/100-H,SO, = 3,20°/, N (Kjeldah|)) 


14,935 mg 3,29 cem n/100-H,SO, = 3,08°, N 96 
6,285 mg 1,34 cem n/100-H,SO, = 2,99°/, N 7 
5,285 mg 1,15 eem n/100-H,SO, = 3,05°/, N + 


4,156 mg 4,930 mg AgCl = 29,32°/, Cl 
67,60 mg 87,70 mg AgCl = 30,63°/, Cl 
Fiir C,H,,0,N-HAuCl, 
Ber. Au 41,46 N 2,97 Cl 30,10 
Gef.  ,, 41,61, 41,43, 41,97  ,, 3,20, 3,08, 2,99, 3,05  ,, 30,68, 29,32. 
Nach diesen Werten liegt das Goldsalz der 6-Methylamino- 
valeriansiiure vor. Die Stellung der Methyl- und Aminogrupye 
ergibt sich aus der Konstitution der verfiitterten Substanz. 
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Die d-Methylaminovaleriansiiure ist bisher nur synthetisch 
cewonnen, als Produkt des tierischen Stofiwechsels bei Fiitterung 
mit Piperidinkérpern war sie bisher unbekannt. Sie hat sehr 
sroBe Ahnlichkeit, besonders was ihre Fiillbarkeit betrifft, mit 
der d-Aminovaleriansiiure. Wie diese fiillt sie mit Phosphor- 
wolframsiiure, ist nicht mit Silber und Baryt fillbar, liefert da- 
gegen ein schén krystallisierendes Goldsalz. Diese Kigenschaften 
der d-Aminovaleriansiure sind yon Ackermann?) gelegentlich 
einer Untersuchung iiber die Fiiulnisprodukte des Arginins genauer 
hbeschrieben worden. 

Nach meinen Resultaten muB man sich vorstellen, dab bei 
der Verfiitterung des Kondensationsproduktes aus Veronal und 
Piperidin irgendwann doch Methylpiperidin bei der Abspaltung 
des Piperidins sich gebildet hat. Dieses Methylpiperidin ist dann 
durch Oxydation zur 0d-Methylaminovaleriansiiure aufgespalten 
worden. 





CH, CH, 
H,C~ iw HC NCH, 
H,C\__CH, > H,C. ‘COOH 

N NH 

| | 

CH, CH, 


Die geringe Ausbeute an 0-Methylaminovaleriansiiure im 
vorliegenden Versuch wird sich richtig wohl so erkliiren lassen, 
daB der gréBte Teil derselben weiter abgebaut worden ist. Immerhin 
hat doch soviel von ihr den Kérper der beiden Hunde verlassen, 
daB ihr unzweifelhafter Nachweis gegliickt ist. 


1) Diese Z. 54, 1 (1907); 56, 305 (1908). 








Uber die Carotinoide der Hihnéreidotter 
nach carotinoidfreier Fitterung. 
Von 


Ebba Virgin und Erika Klussmann. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Oktober 1932.) 


Daf die Farbe der Hiihnereidotter sehr verschieden und von 
der Nahrung abhingig ist, war schon bekannt, bevor iiber die 
Wirkung des fettléslichen Vitamins A und iiber dessen Beziehung 
zu Carotin Klarheit gewonnen war. Die erste Untersuchung iiber 
diese Frage hat L.S. Palmer’) angestellt, nachdem C. A. Schunk?) 
gezeigt hatte, daB das Pigment der Hiihnerdotter zum Xantho- 
phyll der Pflanzen in naher Beziehung steht, ein Ergebnis, das 
von Willstitter und Escher”) bestitigt und gefestigt werden 
konnte. Die 2 Pigmente, welche Schunk im Eidotter angenommen 
hatte, sind nach R. Kuhns Untersuchungen‘) Xanthophyll und 
Zeaxanthin. 

Palmer kam in seiner ersten Untersuchung zum Ergebnis, 
daB der Hiihnereidotter Carotin und Xanthophyll enthielt, letzteres 
in weitaus gréBerer Menge, und er macht darauf aufmerksam, 
dab die Henne verhiltnismibig wenig Carotin fiir die Pigment- 
bildung des Eidotters verwendet. Palmer und Kempster’) lieBen 
weibe Leghornhiihner vom Eistadium bis zur Reife mit Futter 
autwachsen, welches héchstens Spuren yon Carotinoiden enthielt. 
Die ganz ausgewachsenen Hennen zeigten normale Fertilitiit und 
keine Abnormitiiten hinsichtlich der Befruchtbarkeit der carotinoid- 
freien Kier traten zutage. Eine zweite Generation von Hiihnern, 
welche bei der Entwicklung frei von Carotinoiden waren, begannen 
ihre Entwicklung allem Anschein nach ganz normal, abgesehen davon, 
daB die normale gelbe Farbe in der Haut fehlte. Daraus schlieBen 
die genannten Forscher ,,that the natural yellow pigment of fowls 
which is derived from the xanthophyll of the food bears no im- 
portant relation to growth or to the functions of fecundity and 
reproduction”. 


!) J. of biol. Chem. 28, 261 (1915). *) Proce. Roy. Soe. 42, 170 (1904). 

3) Diese Z. 76, 214 (1911/12). 

‘) Kuhn, Winterstein u. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). Vel. 
auch Kuhn u. Brockmann, ebenda 206, 41 (1932); in dieser Arbeit ist 
ein kleiner Carotingehalt verschiedener Kidotter angegeben. 

5) J. of biol. Chem. 39, 299 (1919). 
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Diese Untersuchung wurde fortgesetzt von Bethke, Kennard 
und Sassaman}!), welche fanden, daB das fettliésliche Vitamin im 
Kidotter der Henne stark von den Bestandteilen ihrer Nahrung 
beeinfluBt wird. Nach ihren Untersuchungen besitzen die Dotter von 
Hennen, welche Zugang zu griinem Futter hatten, eine annihernd 
5 mal so groBe Vitamin A-Aktivitiit als Kidotter von Hennen, welche 
bei derselben Grundkost ohne Grasfutter erniihrt worden waren. 

Seit der letzten der drei genannten Arbeiten haben sich unsere 
Kenntnisse iiber den Einfluf der Carotinoide und des Vitamin A 
wesentlich erweitert. Insbesondere hat sich seitdem gezeigt, dab 
Carotin die wesentliche Quelle des Vitamins A bei héheren Tieren ist. 

Elvehjelm und Neu’) haben neuerdings den Einflu8 von 
Dorschlebertran auf das Wachstum von Hiihnern untersucht und 
typische Symptome der A-Avitaminose bei Hiihnern beschrieben. 

Unter den Arbeiten der letzten Jahre ist ferner zu erwiihnen: 
In einer Untersuchung von Capper, Mc Kibbin und Prentice’*) 
wurden junge Hiihner erfolgreich bis zur Reife mit synthetischer, 
vitamin A-freier Nahrung aufgezogen, zu welcher weder Carotin 
noch Trankonzentrate zugesetzt worden waren. Nach Angabe der 
cenannten Autoren war das Carotin in der Leber nicht unver- 
‘iindert aufgespeichert, sondern in Vitamin A verwandelt, charakte- 
risiert durch die blaue Farbe nach Zusatz von SbCI, (Absorptions- 
band bei 6L0—630 my) und durch die Anwesenheit einer Absorp- 
tionsbande bei 325 mu. 

Die Schniibel und die Beinhaut der Hiihner, welche durch 
die carotinoidfreie Fiitterung farblos geworden waren, wurden bei 
Cappers Versuchen nicht wieder gelb, wenn Carotin der Nahrung 
zugesetzt wurde. 

In der eben genannten Publikation war der EinfluB des 
Xanthophylls auf den Stoffwechsel der Hiihner nicht in Betracht 
sezogen worden und die Autoren liefen sich im wesentlichen von 
c frither an Ratten gewonnenen Erfahrung leiten, dab das Carotin 
Sten durch Xanthophyll Neth durch ein anderes Carotinoid er- 

v setzt werden kann‘), ein Ergebnis, das auch von Karrer, Kuler 
und Rydbom!') nach erneuten Versuchen mit Xanthophyll aut- 
recht erhalten wird. Weitere Versuche iiber Xanthophyll und 

1) J.'of biol. Chem. 72, 695 (1926). 

2) Elvehjelm u. Neu, J. of biol. Chem. 97, 71 (1932). 

3) Biochemie. J. 25, 265 (1931). 

4) Euler, Euler u. Hellstrém, Biochem. Z. 208, 370 (1928); Euler 


Karrer u. Ry dbom, Ber. chem. Ges. 62, 2445 (1929). 
*) Helvet. chim. "Acta 13, 1059 (1930). 
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Carotin als Vitamin A-Quellen sind dann von Kline, Schultze 
und Hart!) ausgefiihrt worden, welche nach ihrem unyollstiindigen 
Referat der letztgenannten Arbeit zu dem Ergebnis kommen, dab 
Xanthophyll nicht als Quelle fiir Vitamin A beim Huhn fungiert. 

Nun ist kiirzlich in einer Mitteilung von Euler und Kluss- 
mann”) darauf aufmerksam gemacht worden, dab zwar das Carotin, 
entsprechend den friiheren Feststellungen als Provitamin A eine 
Sonderstellung einnimmt, daB aber die Wachstumswirkung des 
Hiihnereidotters sich kaum auf dessen Gehalt an Carotin und 
Vitamin A zuriickfiihren liBt, sondern daB in dieser Hinsicht 
» Widerspriiche b wtih deren Aufkliirung nicht ohne Bedeutung 
fiir das Verstiindnis der Rolle der fettléslichen Wachstumsstofte 
und der Carotinoide Xanthophyll und Zeaxanthin ist*. 

Im Anschlu8 an Versuche von Euleru. Klussmann an Tauber 
und Kiichlein haben wir im Sommer dieses Jahres eine Untersuchung 
ausgefiihrt, bei welcher 18 Hennen teils carotinoid- und vitamin-A- 
frei, teils unter Zusatz von Carotin und teils unter Zusatz von Tran 
mit synthetischer, chemisch definierter Grundkost ernihrt wurden. 

Die Grundkost hatte folgende Zusammensetzung: 

Gekochte, vorjiihrige Kartoffeln, deren Carotinoidfreiheit be- 
sonders festgestellt wurde. Hartes Brot (schwedisches Kniickebréd), 
gehiirtetes Arachidfett; gekochter Kabeljau, Vigantol.?) Dazu er- 
hielten die Hithner Reiskérner (100 g je Gruppe und Tag) sowie 
Schneckenschalen (zur Beférderung der Schalenbildung). 

Gruppe I. Nur Grundkost. 


Gruppe II. Grundkost + 0,1 cem Tran (1,2 C. L. O.) pro Tag. 
Gruppe III. 0,11 mg Carotin pro Tag. 


Dauer des Versuches: 7 Wochen. 

Die Tiere aller 3 Gruppen waren so isoliert, daB ihnen keine 
andere Nahrung zugiinglich war, als die oben genannte, also keinc 
Ko6rner oder griinen Pflanzenteile. 

In der Versuchszeit wurden die Kier der einzelnen Gruppen 
aufgesammelt. Ihre Zahl ist in der folgenden Tabelle enthalten: 





























i | & 4, 5. ® | % 
Gruppe | Tt oer | 
sito _ Woche. 
I 22 16 12 | 3 14 10 +14 101 
II 21 19 11 | 6 8 4 7 71 
Ill os: 14 14 13 13 5 | Ob 87 
') J. of biol. Chem. 97, 83 (1932). *) Diese Z. 208, 50 (1932. 


*) Uber die Wichtigkeit yon D-Zusatz vgl. Sheehy u. Sheil, Se. Proc. 
R. Dublin Soc. 20, 173 (1932). 
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Auffallenderweise findet man die gréBte Zahl der gelegten 
Kier bei der Gruppe, welche nurGrundkost ohne Vitamin A bzw. 
Carotin erhalten hatte. Die Anzahl der ausgebriiteten, in Prozenten 
der gelegten Kier, stimmte in allen 3 Gruppen iiberein. 


Chemische Untersuchung der Eidotter. 

Wie zu erwarten war, nahm die gelbe Farbe der Kidotter 
wihrend der Versuchsdauer kontinuierlich ab, ohne doch farblos 
zuwerden.!) Die Dotter der mit Carotin behandelten Hennen waren 
nicht auffallend gelber als die iibrigen. 

Die Eidotter wurden in folgender Weise auf ihren Carotinoid- 
vehalt untersucht, und zwar die gesamten Eidotter jeder Gruppe; 
Gruppe I. 10 Stiick 190 g. 

Gruppe Il. 9 ,, 157g. 
Gruppe III. 11 ,, 194g. 

Die Extraktion wurde im wesentlichen in der gleichen Weise 
durchgefiihrt, wie in der Untersuchung von Euler und Kluss- 
mann (a. a. O.) tiber Vogeleidotter angegeben ist. 

Die von Phosphatiden und Sterinen befreiten methylalkoho- 
lischen Loésungen wurden auf ihre Absorption im Ultraviolett 
untersucht, und zwar in erster Linie, um uns iiber die Anwesen- 
heit oder Abwesenheit von Vitamin A zu unterrichten, welches 
hbekanntlich durch die Absorptionsbande bei 328 my charakterisiert 
ist. Eine solche Absorption konnte indessen in keinem Fall kon- 
statiert werden. Dagegen wurden Absorptionsmaxima bei 267 mu, 
280 mu, 316 mp, 371 my gefunden, welche einstweilen nicht mit 
Absorptionsbanden bekannter Substanzen identifiziert werden kénnen. 

Die methylalkoholischen Lisungen wurden mit Petroliither 
ausgeschiittelt, wobei indessen keine meBbare Carotinmenge in 
diese Schicht iiberging. 

Die methylalkoholischen Lésungen wurden auch colorimetriert. 
Dabei fanden wir eine 25°, schwiichere Farbintensitiit in 
Gruppe I als in Gruppe IIL. 

Aus diesen optischen Untersuchungen geht also hervor, dab 
der gesamte Carotinoidgehait bei carotinoidfreier Nahrung geringer 
war als bei Zusatz von Carotin (die Bestimmung der Gruppe II 
verungliickte), daB aber der Uberschu8 von Carotinoid nach der 
Carotinfiitterung nicht inCarotin bestand, sondern in Caroti- 
noiden der Xanthophyllgruppe. 

1) Auch Beinhaut, Schniibel und die Kiimme wurden wiihrend der 
carotinoidfreien Erniihrung sehr deutlich blasser. 
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Untersuchung der Lebern der Versuchstiere. 


Die Extraktion der Lebern und der Nachweis der darin ent- 
haltenen Carotinoide bzw. Vitamin A geschah in der in diesem 
Institut iiblichen Weise, und wir kénnen z. B. auf eine Mitteilung 
von Kuler und E. Virgin’) hinweisen. In allen 3 Gruppen 
wurde in den Lebern nur Xanthophyll, kein Carotin ge- 
funden, Auer den Lebern der Versuchstiere wurden dann auch 
die Lebern der Kiichlein derselben unmittelbar nach der Aus- 
briitung in der gleichen Weise extrahiert. Auch in diesen Leber- 
lisungen wurde bei Verteilung auf Methanol- und Petrolither- 
schichten nur Xanthophyll und kein Carotin gefunden.?) Farbstoff- 
gehalt dieser Lebern war geringer als derjenige von Kiichlein 
aus normalen Kiern, entsprechend der helleren Farbe der Kier 
von den Versuchstieren, 

Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit Resul- 
taten, welche in diesem Institut in der gleichen Zeit bei anderen 
Versuchsreihen gewonnen worden sind. Wir erinnern besonders 
an eine in diesem Institut kiirzlich ausgefiihrte Versuchsreihe mit 
Tauben, bei welchen die Lebern nach Xanthophylleingabe einen 
hei 330myu absorbierenden Stoff (vermutlich Vitamin A) enthalten 
haben. Ferner ist hier der in der gleichen Mitteilung beschriebene 
Befund zu erwiihnen, daB die Leber eines eben ausgebriiteten 
Kiichleins ausschheBlich Xanthophyll enthalten hat. 

Aus diesem Versuch ist geschlossen worden, daB der Vogel- 
organismus lnstande ist, Xanthophyll entweder in ein Provitamin 
oder wahrscheinlicher in ein von Carotin verschiedenes Wachs- 
tumsvitamin tberzufiihren. 

Auch die hier beschriebenen Versuche sprechen fiir die An- 
nahme, daf Nanthophyll und Carotin, die sich bekanntlich ihrer 
chemischen Konstitution nach sehr nahe stehen (Karrer), auch 
biologisch miteinander verkniipft sind. Unabhingig von einer 
speziellen Arbeitshypothese iiber diese Beziehung steht nach 
unseren Versuchen jedenfalls fest, dai dem Xanthophyll im Vogel- 
organismus eine wesentliche, dem Carotin an Bedeutung nicht 
nachstehende Rolle zukommt. 


1) Biochem. Z. 245, 252 (1932). 
*) Da die Menge der zur Verfiigung stehenden Lebern gering war, so 
kénnen uns kleine Carotinmengen entgangen sein. 
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Carotin (Vitamin A) und Thyroxin. 
Von 
Hans von Euler und Erika Klussmann. 
Mit 2 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Oktober 1932.) 


Beziehungen zwischen Vitamin A und Thyroxin sind unseres 
Wissens bisher nicht festgestellt und auch nicht systematisch 
cesucht worden. Es ist dies um so auffallender, als man ja Be- 
ziehungen zwischen Hyperthyreose und Wachstum seit langer Zeit 
kennt. Nach einem Hinweis auf die Abhiingigkeit der Vitamin A- 
Wirkung von speziellen Hormonen haben wir in einer vorliiufigen 
Mitteilung?) das Resultat einer Versuchsreihe angegeben, welche 
an Ratten angestellt wurde, die reichliche Carotin-Dosen per os 
und auBerdem Thyroxin-Injektionen erhalten hatten. In einer 
Serie von 13 Versuchstieren waren folgende Gewichtsiinderungen 
per Versuchstier und Woche gefunden worden: 

Carotin + Thyroxin Thyroxin ohne Carotin Carotin ohne Thyroxin 
+ 1g —- 9¢g + llg 

Das Resultat der Versuchsreihe war sehr deutlich: Bei gleich- 
zeitiger Kingabe von Thyroxin und Carotin (Vitamin A) tritt ein 
Gleichgewicht ein, bei welchem der durch Thyroxin verursachte 
(rewichtsverlust durch Carotineingabe kompensiert wird. Dabei 
war die Thyroxindose 0,01 mg per Tag. 

Besondere Aufmerksamkeit wurde den Lebern gewidmet, deren 
Vitamin A-Gehalt bzw. Carotingehalt nach Carr-Price unter- 
sucht wurde. Bei den mit Carotin (thyroxinfrei) ernihrten Ratten 
waren die Lebern infolge Fettgehalt grau-hellrosa. 

Carotin ohne Thyroxin . . . 2,2 Blau per g Leber 
Carotin-+-Thyroxin . . . . O yy yy 95 4 

Die Tatsache, daB Carotin bzw. Vitamin A den Verlust von 

Kérpergewebe, der unter dem EKinflu8 von Thyroxin einsetzt, mehr 


1) Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi Bd. 10 B, 
Nr. 20, 1982. 
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oder weniger aufhebt, lie’ es méglich erscheinen, dab die Thy- 
roxinwirkung gerade in denjenigen Organen einsetzt, in welchen 
die Carotinoide gespeichert werden. Nach Abderhalden und 
Wertheimer?) wird Thyroxin von Lebergewebe kaum gebunden. 
Fiitterung mit Thyroxin verstiirkt jedenfalls den Vitamin A-Mangel, 
und zwar wohl durch den erhéhten oxydativen Verbrauch von A. 

Bevor wir die Ergebnisse einer weiteren Versuchsreihe an- 
fiihren, sei kurz an einige Arbeiten friiherer Forscher erinnert 
und auf die Tatsachen hingewiesen, welche wir der iilteren Lite- 
ratur entnehmen zu kénnen glauben. 


Der Umstand, da8 Verlust und ungeniigende Funktion der Schild. 
driise das Wachstum wie auch die allgemeine Entwicklung des mensch- 
lichen Organismus hindern — es sei hier nur auf die wichtigen Arbeiten 
von Bied| (Innere Sekretion, 1916) und von Wagner v. Jauregg hin- 
gewiesen —, wiihrend starke Hyperthyreose das Wachstum ebenfalls hemmt, 
macht es verstindlich, daB Iniektionen kleiner Thyroxinmengen wachstum- 
beférdernd wirken kénnen. DaB bei héheren Dosen von Thyreoideasubstanz 
oder Thyroxin die Gewichtszunahme immer gehemmt wird, hat als gesicherte 
Feststellung zu gelten; die Literatur ist bei Hoskins’) einzusehen. Zwei 
weitere Befunde von Abderhalden miissen hier erwiihnt werden. Erstens, 
daB sich das Thyroxin schon einige Stunden nach der Eingabe in den Or- 
ganismus dem Nachweis entzieht, und zweitens, daB die roten Blutkérperchen 
so gut wie kein Thyroxin aufnehmen, wie schon Abelin®) festgestellt hat. 
In diesem Zusammenhang sei auch besonders auf die Beziehungen auf. 
merksam gemacht, welche Abelin*‘) zwischen Ernihrung und Schilddriisen- 
wirkung gefunden hat. 

Nach Cameron und Carmichael’) ist die Abnahme des Gewicbts- 
zuwachses der Ratten proportional mit der eingegebenen Schilddriisenmenge 
und ihrem Jodgehalt. 


Ausgehend von den vorliegenden physiologischen Anhalts- 
punkten wird man also nun versuchen, die biochemischen Grund- 
lagen fiir die auBerordentlich komplizierte Hemmung zu finden, 
also insbesondere die Aufmerksamkeit auf die chemischen Reak- 
tionen zu legen, in welche die wirksamen Substanzen der Schild- 
driise direkt eingreifen.®) 

Oft ist die Vermutung ausgesprochen worden, daf die Schild- 
driisensubstanz die Enzyme des Stoffwechsels beeinfluBt, und 


1) Pfliigers Arch. 221, 82 (1928). ®) J. of exper. Zool. 21, 295 (1916). 

8) Bio. Z. 138, 169 (1923); vgl. auch Romeis, ebenda 141], 500 (192%). 

‘) Bio. Z. 242, 385 (1931). 5) J. of biol. Chem. 45, 69 (1920). 

6) Neben der direkten Wirkung auf die Zelle soll auch eine solche 
auf den N.Sympathicus erfolgen. In diesem Sinn hat sich kiirzlich auch 
H. H. Meyer ausgesprochen (Deutsch. med. Wschr. 57, 1531 (1931). 
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manche Versuche von Abderhalden und Franke!) scheinen dafiir 
m sprechen. Indessen sind, wie Abderhalden selbst schreibt, 
die Ergebnisse nicht einheitlich: 

 »Uberblickt man die Ergebnisse der ausgefiihrten Untersuchungen, 
dann ergibt sich, daB sowohl die Autolyse als auch die Wirkung des 
Erepsins baw. des Trypsins durch Thyroxin beschleunigt bzw. gehemmt 
werden kénnen. Mabgebend fiir den Erfolg ist die angewandte Thyroxin- 
menge.“ — ,,Was nun die hemmende Wirkung des Thyroxins anbetrifft, 
so findet diese héchstwahrscheinlich eine einfache Erkliirung in der Beob- 
achtung, daB mit steigender Thyroxinmenge die Fermentlésung sich mehr 
und mehr triibte.“ 

Ob die Proteasen bzw. die Hydrolasen iiberhaupt selbst an- 
veoeritten werden, bleibt zweifelhaft; wahrscheinlicher ist, dab ihre 
Aktivatoren, wie etwa der Aktivator der katheptischen Enzyme, 
den Waldschmidt-Leitz?) als Glutathion erkannt hat, und die 
Aktivatoren der Amylase mit dem Thyroxin in direkte Beziehung 
treten kénnen. Eine Beeinflussung der Enzymbildung ist eben- 
falls in Betracht zu ziehen. 

Durch welchen Mechanismus die EKinwirkung von Schild- 
driisensubstanz und Thyroxin auf die Gewebsautolyse verstirkt 
wird [Abderhalden*), Weil und Landsberg’‘)], ist vorliiufig 
noch nicht klar. Die auch von Steppuhn®) nachgewiesene ver- 
mehrte Autolyse wird von Abelin und Sato mit der Veriinderung 
des Blutbildes in Zusammenhang gesetzt. 

Nach Miihlbock und Kaufmann) soll Thyroxin aus- 
vesprochen die Hydrolyse von Tributyrin durch Lipase des Fett- 
vewebes, der Leber und der Placenta hemmen, nicht aber die 
Hydrolyse durch Serumlipase. Auch die enzymatische Fett-Syn- 
these bleibt unbeeinfluBt. Die beobachteten Hemmungen der 
Lipolyse erkliiren keinesfalls den Fettabbau durch Thyroxin. 

Jedenfalls scheint es uns notwendig, uns an weiteren Fiillen 
von der Reproduzierbarkeit der Thyroxinwirkungen auf Enzyme 
mm. tiberzeugen, besonders bei Oxydationskatalysen, die durch Kisen- 
Porphyrine beschleunigt werden. Solche Versuche sind in unserem 
Institut in Angriff genommen. 


1) Fermentforschg. 9, 485 (1928). 

*) Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Naturw. 18, 644, 953 (1930). 

*) Fermentforschg. 9, 243 (1927). 

‘) Biochem. Z. 207, 186 (1929); 211, 144 (1929). 

5) Steppuhn, Pewsner u. Timifejewa, Biochem. Z. 175, 471 (1926). 

®) Biochem. Z. 238, 377 (1931); vgl. hierzu auch Berend, Biochem. Z. 
252, 366 (1932). 
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In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, dab C. Fun ky, 


mit Douglas!) und spiter besonders Abderhalden?) und Verzar®) 
auf die Bedeutung der B-Vitamine fiir die Entwicklung und 
Tiitigkeit der Schilddriise aufmerksam gemacht haben. Manches 
spricht dafiir, daB diese Einwirkung unter Vermittlung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels erfolgt. 

Daf die Thyroxinwirkung mit der Ernihrung iiberhaupt 
zusammenhiingt, geht aus zahlreichen iilteren Erfahrungen hervor. 
Insbesondere sind hier die Ergebnisse von Abelin und Neu- 
burger, sowie von Abderhalden und Wertheimer‘) wichtig., 
da grobe Thyreoideadosen bei reiner Fleischnahrung besonders 
schlecht vertragen werden.°) 

In unseren Versuchen ist deswegen die Kost genau definiert 
worden. Sie muBte sich allerdings an die fiir Vitamin A-Ver- 
suche iibliche Diiit anschlieBen (vgl. S. 26). 

Was den EinfluB des Fettes auf die Schilddriisenwirkung betrifft, so 
finden sich in der medizinischen Literatur zwar zahlreiche, iiltere Be- 
hauptungen, da8B Schilddriisensubstanz und auch Thyroxin den allgemeinen 
Fettansatz verhindern, und zwar dadurch, daB es die Regulation des Fett- 
Kohlenhydratverbrauches stort. Es ist dies vermutlich auf den oxydativen 
Abbau der Fette zuriickzufiihren®), woriiber allerdings Endgiiltiges noch 
kaum bekannt ist. Die einschligigen Tatsachen hat Abelin’) zusammen- 
gestellt. 

Im allgemeinen wird bei Fiitterungsversuchen die Leber verhiiltnis- 
miBig fettarm gefunden, in geringerem Grad die Muskeln.‘’) Besonders 
in ersterem Falle, aber auch im zweiten, ist die Berechnung wegen des 
gleichzeitigen Glykogenschwundes unsicher. 

Die prinzipielle Frage ist hier die, ob die starke Oxydation 
und der starke Fettverbrauch die primiir erhéhte Synthese ver- 
deckt, oder ob letztere direkt vermindert wird. Vieles spricht 
dafiir, daf die antagonistische Wirkung des Thyroxins auf das 
Carotin in der Leber lokalisiert ist. 

Unter den Salzen sind die des Calciums besonders wichtig, 
die der Literatur zufolge die Wirkungen der Schilddriisensubstanz 
') J. of Physiol. 47, 475 (1914). *) Pfliigers Arch. 182, 133 (1920). 
5) Verzar u. Mitarbeiter, Pfliigers Arch. 206, 675 (1924). 

4) Ptliigers Arch. 213, 828 (1926). 

5) Abelin, Handb. d. norm. u. path. Physiol. 16, I (1930). 

6) Vgl. hierzu Abelin u. Kiirsteiner, Biochem. Z. 198, 19 (1928). — 
Die Atmung tierischer Gewebe nach Thyroxininjektion wird in diesem 
Institut von Herrn Enderlein studiert. 


7) Handb. d. norm. u. path. Physiologie 16, I (1930). 
8) Vgl. hierzu auch Stockheim, Pfliigers Arch. 228, 469 (1931). 
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xoschwichen. Ebenso ist bekannt, dab die Phosphateinnahme 


vei Menschen die Basedowsche Krankheit beeinfluBt. 

In iibrigen wollen wir hier nur erwiihnen, daf die bei unseren 
Versuchen verwendete Salzmischung der Grundkost eine kleinere 
Menge (0,03 °/,) Jodkalium enthielt. Die Jodzufubr aller unserer 
Versuchsratten war also gleich. 

Wir haben der Literatur vorzugsweise die T'atsachen ent- 
nommen, welche mit der Thyroxinwirkung auf Ratten in Be- 
ziehung gebracht werden kénnen. Natiirlich tndet man bei 
anderen Versuchstieren vielfach abweichende Verhiiltnisse. Be- 
sonderheiten, die z. B. an Meerschweinchen und an Voégeln sich 
zeigen, scheinen uns so interessant, dab sie in diesem Institut 
eingehend studiert werden. 

Von einer gewissen Gegensitzlichkeit zwischen den Wirkungen an 
Ratten und an Miusen spricht nur T. B. Robertson.') Dieser Forscher 
arbeitete mit Miéusen, welche in einer Tagesdose von 1,5 mg der Tabletten 
so viel Schilddriisensubstanz erhielten, daB sie */,) 9, des Kérpergewichtes 
entsprach. Robertson fand, in Gegensatz zu Cameron’), welcher an 
Ratten experimentierte und starke Verzégerung des Zuwachses erhalten 
hatte, bei Miusen eine Beschleunigung des Wachstums, welche die Ver- 
suchsfehler erheblich iibertraf. Robertson versucht, diesen Unterschied 
mit einem Ergebnis von Hunt iiber die verschiedene Toleranz der beiden 
Tierarten in Zusammenhang zu setzen. Wir selbst halten es fiir wahr- 
scheinlicher, daB Cameron und Robertson verschieden weit von der 
Optimaldose der Schilddriisensubstanz entfernt waren. In diesem Zu- 
sammenhang mag auch erwihnt sein, daB nach Robertson die Schild- 
driisenwirkung durch Nucleinsiuren beeinfluBt wird. Ob seine Nucleinsiiure- 
priparate auf Grund verschiedener Purin- oder —Pyrimidinkomponenten 
oder durch Begleitsubstanzen gewirkt haben 1i8t sich nicht entscheiden. 

Als das Thyroxin durch Kendall aus der Schilddriise in 
reinem Zustand dargestellt und spiter durch Harington und 
Barger konstitutionell aufgeklirt worden war, wurde vielfach die 
Wirkung des Thyroxins mit derjenigen der Schilddriise iden- 
tifiziert. Dies ist nicht berechtigt, woraut auch schon mehrere 
Forscher, unter denen hier nur Kendall*) und Harington‘) 
venannt seien, aufmerksam gemacht haben. 

Jedenfalls wollen wir ausdriicklich darauf hinweisen, daB wir 
bisher nur mit Thyroxin experimentiert haben, und zwar wegen 
der leichteren und genaueren Dosierung durch Injektion von 


1) Austral. J. exper. Biol. a. med. Sci. 5, 69 (1928). 

2) Cameron u. Carmichael, Trans. roy. Soc. Canada, 3. Ser. 16, 
57 (1922); 18, 105 (1924). 

3} Kendall u. Simonsen, J. of biol. Chem. 80, 357 (1923). 

‘) Harington u. Salter, Biochemic. J. 24, 456 (1930). 
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_ 


Lésungen bekannten Gehaltes. Die Wirkung dieses hormonalen 


Stoffs ist ja ganz festgelegt, aber es ist andererseits zu betonen, 


daB in der Schilddriise nicht freies hyroxin, sondern Jodthyreo- 
globulin nachgewiesen ist. Jedenfalls wird Thyroxin, wie auch 
andere Hormone, im Verband mit Eiweif gebildet. 

Asher?) geht in den Folgerungen aus seinen Versuchen an 
jodarmen Schilddriisenpriiparaten so weit, daB er die charak- 
teristische Wirkung der Schilddriise als unabhingig vom Jod- 
gehalt ansieht. 

Nach neueren Untersuchungen lassen sich in der Schilddriise 
2 Wirkungen unterscheiden: 1. die Produktion des ,,Kolloids* in 
Verbindung mit dem Jodstoffwechsel und vermutlich mit der 
Kinfiihrung des Jods in den aromatischen Grundstoff, fiir den 
Harington’) den Namen ,,Thyronin“ vorgeschlagen hat; 2. die 
Absonderung jodfreier Produkte (unter diesen vermutlich das 
Thyronin). Wirksamkeit der Schilddriise und ,,Kolloid“-Reichtum 
gehen iibrigens durchaus nicht parallel; es mag auf eine dies- 
beziigliche neuere Arbeit von H. Zondek*) verwiesen werden. 


Methodik. 


Die zu vorliegenden Versuchen verwandten Albinoratten erhielten die 
in diesem Institut fiir Vitamin A-Priifung iibliche Kost, nimlich: 


Casein... . . 20 Teile Trockenhefe .. . . . 10 Teile 
Reisstiirke . . . . 50 ,, Fett (gehirtetes Arachid6l) 12 ,, 
Salzmischung. . . 5 ,, 


Zusatz von Vitamin B durch Hefe, von Vitamin D durch Vigantol, von 
Vitamin C durch Citronensaft. Nach 6—8 tiigiger Gewichtskonstanz er- 
hielten die Ratten zur obigen Diit die angegebene Menge Carotin und dic 
Injektionen von Thyroxin (Hoffmann-La Roche) und zwar subcutan. 

Wegen der Einzelheiten der Tiermethodik verweisen wir auf die Be 
schreibung in Grafes Handbuch‘) und auf eine demnichst in Asher- 
Ronas Ergebnissen der Physiologie, Bd. 34, erscheinende Zusammenfassung. 

Zu den im nachfolgenden erwihnten analytischen Bestimmungen ist 
zu bemerken: 

Fettbestimmung durch Auskochen des von Pelz und den Eingeweiden 
befreiten Koérpers mit Petroleumiither. In die in der vorletzten Spalte der 
Tab. 1 angegebenen Werte sind die in Petroleumither léslichen Lipoide 
einbegriffen. 

Gesamtstickstoff nach Kjeldahl. Beim Kochen mit Schwefel- 
siiure Zusatz von Quecksilbersulfat, Kupfersulfat und Kaliumsulfat (nach: 
C. A. Andersen). 


‘) Asher u. Abelin, Biochem. Z. 80, 259 (1917). 

*) Ashley u. Harington, Biochemic. J. 22, 1436 (1928). 
*) Klin. Wschr. 9, 687 (1930). 

*) Handb. der organischen Warenkunde 5, 71 (1928). 
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Carotinoidbestimmung tintometrisch. Der Petroleumiitherextrakt des 
getrockneten Materials wird vom Lésungsmittel befreit und dann mit Chloro- 
form aufgenommen und mit einer Chloroformlisung von SbCl, versetzt, 
deren Blaufirbung sofort (10 Sekunden nach der Mischung) abgelesen wird.') 

Tyrosin und Tryptophan nach Folin und Ciocalteu.’) 


Versuche. 

Das Ergebnis einer orientierenden Versuchsreihe a, bei 
welcher die tigliche Carotindosis 2,57 und die Thyroxininjektion 
10y betrug, ist bereits eingangs erwiihnt worden. Der Effekt 
der 2,5 y Carotin hatte insofern iiberwogen, als trotz der Thyroxin- 
injektion immer noch eine, wenn auch geringe Gewichts- 
vermehrung eintrat. Die injizierte Menge Hormon + der vom 
Versuchstier selbst sezernierten Hormonmenge hat in dieser Ver- 
suchsreihe der Wachstumswirkung von 2,5y Carotin anniihernd 
das Gleichgewicht gehalten. _ 

Wie schon an anderer Stelle erwihnt, fanden wir bei den 
mit Carotin + Thyroxin behandelten Ratten sowohl Unterhaut- 
als Kingeweidefett, und die Lebern der Ratten, welche nur Carotin- 
dosen (kein Thyroxin) erhalten hatten, ergaben noch einen er- 
heblichen Lovibond-Blauwert, von Vitamin A oder Carotin her- 
rithrend. 


Versuchsreihe b. 21. Januar bis 9. bzw. 25. Februar 1932. 
Tiagliche Carotindosis 5y. Tigliche Thyroxininjektion 207. Methodik 
vel. S. 26. 

Noch nicht untersucht wurde in unseren Versuchen die Leber 
hinsichtlich des Glykogens. Durch Romeis, Abderhalden 
und Wertheimer?) sowie Stockheim ist nachgewiesen, dab nach 
Thyroxininjektion in das (nicht hungernde) Versuchstier eine Ver- 
minderung des Glykogens in der Leber eintritt. 

Andererseits hat Glanzmann*) bei Avitaminosen ebenfalls 
eine Glykogenverarmung konstatiert. Diese Beobachtung scheint 
uns noch insofern bemerkenswert, als auch sie die noch weiter 
zu verfolgende allgemeine Analogie zwischen der Wirkung des 
Vitamin A-Entzuges und der Zufithrung von Thyroxiniiberschiissen 
zu stiitzen scheint. 


1) Lésungen nach der Vorschrift der Pharmacopoeia-Commission, 
Bericht des Subcomités fiir Tranbestimmung, London 1931. 
2) J. of biol. Chem. 73, 627 (1927). 
) Z. inn. Med. 68, 1 (1929). 
*) Mschr. Kinderheilk. 26, 178 (1923). 








98 Hans von Euler und Erika Klussmann, 


Tabelle 1. Versuchsreihe b. 





Bei Versuchs- | Gewichts- Versuchs-| Gesamt- 























, beginn ‘ . 
a o-____]| Anderung aie N Fett | Tyrosin 
Nr. Alter Gewicht pro 

Tage g Woche Tage "le “le "he 
Carotin + Thyroxin 
3477 97 | 100 —6,7 19 2,48 2,7 
3479 97 | 17 —5,9 19 2,77 1,83 
3536 90 | 59 —2,1 35 2,90 0,60 
3591 75 53 —1,12 3D 3,28 0,64 
Carotin (Kontrollversuch) 
3474 97 94 +4 15 
3475 97 | 81 + 2,2 35 2,50 0,71 
3535 90 | 52 +4,5 15 
3537 90 | 64 +4,2 19 2,78 4,5 
3592 75 | 65 +5,6 35 3,28 0,64 


Zuniichst kénnte die in der 4. Spalte verzeichnete Gewichts- 
abnahme der mit Carotin + Thyroxin behandelten Ratten auf- 
fallen, daB8 in der Versuchsreihe b sowohl Carotinmenge als 
Thyroxinmenge gegeniiber der Versuchsreihe a verdoppelt worden 
war, so daB man etwa das gleiche Ergebnis erwarten kénnte. 
Demgegeniiber ist aber daran zu erinnern, daB in diesen Kon- 
zentrationsgebieten weder die Carotin- noch die Thyroxinwirkung 
den eingegebenen Mengen proportional steigt, sondern erstere 
langsamer, letztere schneller. 

Die Carotineingabe fiihrt stets eine Vermehrung des Gehaltes 
an Fett, Fettsiiuren und unverseifbarer Substanz herbei, ein Effekt. 
der offenbar durch die Injektion von Thyroxin gehemmt wird. 

Ferner zeigte sich bei den 35 Tage behandelten Versuchs- 
tieren, daB der durch die 'Thyroxininjektion hervorgerufene Ver- 
lust in den letzten Wochen geringer wurde, was vielleicht aut 
eine gewisse Anpassung an die Thyroxineingabe gedeutet werden 
kann. Es liegt vielleicht eine Erscheinung vor, wie sie schon 
Hammett!) bei seinen Thyroxinversuchen beobachtet hat, wenn 
er schreibt: ,,The fact of most significant interest is the demon- 
stration of the stability of the intensity factor of growth under 
adverse conditions and the remarkable power of the organism tv 
adjust itself in this respect“. 

Dagegen findet Abelin?) die Anpassung an Thyroxin ge- 
ringer als diejenige an Totalthyreoidea. 


1) Am. J. of Physiol. 76, 69 (1926). *) Biochem. Z. 228, 233 (1930). 
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Versuchsreihe ec. 

107 Thyroxin + 2,5—10y Carotin. Die Gewichtsiinderungen sind 
in der folgenden Tab. 2 zusammengestellt. Das Ergebnis dieser Versuchs- 
reihe stimmt im groBen ganzen mit demjenigen der beiden friiheren iiberein.’) 

Tabelle 2. 
Gewichtsiinderung einer Ratte per Woche. 

















a Thyrosin 10 y Thyroxin 2,5 y Carotin 
pl ilees +7 
; 5 y Carotin a ae are 
- 107 Thyroxin 10 y Thyroxin 5 y Carotin 
+ 3,3 ai +7 
7,5 y Carotin a ee 
+ 10 y Thyroxin 10 y Thyroxin 7,5 y Carotin 
ile. sli +12 
10 y Carotin ; 
+ 10 y Thyroxin 10 y Thyroxin 
+ 6,1 «nf 








Versuchsreihe d. Diese und die folgende Versuchsreihe e 
unterscheiden sich von der vorhergehenden dadurch, daB die 
Tiere vor Beginn der Thyroxin- und Carotineingabe nicht auf 
Gewichtskonstanz gebracht, bzw. an Vitamin A verarmt wurden, 
sondern unmittelbar nach der Periode des gemischten Futters 
zum Versuch benutzt wurden und dabei zu unserer Grundkost 
S, + D iibergingen. Sie hatten also bei Beginn des Versuches 
ihre natiirlichen Vitamin A- und Carotinreserven. 

In dieser Serie waren auferdem die Versuchstiere bedeutend 
weiter entwickelt, sie wogen im Mittel 180 ¢. Das Resultat geht 
aus folgender Tab. 3 hervor. 


Tabelle 3. 





807 Thyroxin 
+ 2,5 y Carotin 
+ 2,3 g/ Woche | — 9 g/Woche | + 15 g / Woche 


50 y Thyroxin | 2,5 7 Carotin 








Obwohl bei dieser Versuchsreihe mit individuellen Ver- 
schiedenheiten in der urspriinglichen Carotinreserve zu rechnen 
ist, so steht die Gewichtsinderung der mit Thyroxin und Carotin 
hehandelten Ratten (erste Spalte der obigen Tabelle) in ziemlich 

’) Bei den in unserer Mitteilung, Sv. Vet. Akad. f. Kemi 10 B, Nr. 20, 
S. 2 erwiihnten Versuchen war die angewandte Thyroxinmenge 10 y (nicht 
ly bzw. 1,5 7). 
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cuter Ubereinstimmung mit den Gewichtsiinderungen, die bei aus- 
schlieBlicher Thyroxininjektion und bei ausschlieBlicher Carotin- 
eingabe erhalten wurde. 

Kine weitere Versuchsreihe (ec) wurde mit ganz jungen (im 
Mittel 35 ¢ schweren) Ratten angestellt, und zwar mit 20 y Thyroxin 
und 2,5y Carotin. Dieses Mengenverhiltnis bedingte gerade noch 
eine geringe Gewichtszunahme, wiihrend die Thyroxininjektion 
allein nicht mehr vertragen wurde. 


Thyroxin und Knochenbildung. 

Die gegenwiirtige Forschung stiitzt sich auf alte Erfahrungen, dal 
bei Hypothyreoidismus der Liingenzuwachs der Réhrenknochen stark ge 
hemmt, bisweilen aufgehoben ist, wiihrend umgekehrt Hyperthyreoidismus 
sowie auch die Eingabe von Schilddriise') das Lingenwachstum der Knochen 
beschleunigt.”) Damit ist vielleicht nicht unvereinbar, daB nach Beob 
achtungen von Mellanby’) Schilddriisenzugabe das Auftreten von Rachitis be- 
fordert. Die Bedeutung des Thyroxins fiir die Knochenbildung geht besonders 
aus den Arbeiten von Hammett‘) hervor. Seitdem man gelernt hat, durch 
Dosieren yon Vitamin D und durch geeignete Kalk- und Phosphatzufuhr 
die Knochenbildung zu beeinflussen, ist Aussicht vorhanden, das direkte 
Eingreifen des Thyroxins in den Komplex von Reaktionen, aus dem sich 
die Knochenbildung zusammensetzt, genauer kennenzulernen. Auch ein 
Thymushormon scheint an der Steigerung des Knochenwachstums in noch 
unbekannter Weise beteiligt zu sein. 

Man wird also in erster Linie zu untersuchen haben, ob das 
Thyroxin in iihnlicher Weise wie das Vitamin D an der Calci- 
fikation mitwirkt, oder ob es primiir die Voraussetzung fiir 
die Calcifikation, niimlich die Bildung der zu verkalkenden Knorpel 
heeinfluBt. Welche der beiden Alternativen zutrifft, kann experi- 
mentell gepriift werden, indem man nach Zugabe von Vitamin D 
mit und ohne Thyroxin im Blut das Verhiiltnis Ca/PO, feststellt. 
dessen richtiger Wert fiir die Calcifikation bereits als ausschlag- 
gebend erkannt wurde. 

Die BlutkalkerhGhung wurde von Collip mit dem Parathormon in 
Zusammenhang gebracht, indessen stimmen die Erfahrungen dariiber noch 
nicht iiberein, wie besonders aus einer Untersuchung Gyérgys hervorgeht. 

Andererseits gibt G. Roessler®) an, da8 durch Calcium und D-Vitamin- 
eingabe (Vigantol) die Thyroxinempfindlichkeit stark herabgesetzt wird. 


1) Nishimura, Fol. endocr. Jap. 2, 153 (1927). 

*) Man findet in der medizinischen Literatur Angaben, nach welchen 
Schilddriisenpriiparate, auch an nicht Schilddriisenkranken, die Heilung von 
Knochenbriichen begiinstigen. 

8) J. of Physiol. 55, 7 (1921); 57, 2 (1922). — Auch die negativen 
Resultate von Heubner sind hier zu erwiihnen. 

*) Amer. J. Physiol. 67, 69 (1926); 72, 505 (1927). 

°) Arch. f. exper. Path. 155, 114 (1930). 
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Versuche. 
A. Thyroxinwirkung auf die Knochenbildung bei rachitischen Ratten. 


AuBer den 8.32 zu beschreibenden Versuchen mit Vitamin-D- 
Zusatz, also mit nicht-rachitischen Ratten, wurde auch eine Serie 
mit rachitischen Ratten angestellt, welche folgendermafen be- 
handelt wurden: 

Mc Collumdiiit, also starker Kalkiiberschub, wiihrend der ganzen Ver- 
suchsdauer von 8 Wochen. Durch Réntgenaufnahme wurde dann festgestellt, 
daB die Ratten bei Beginn des Versuchs tatsiichlich rachitisch waren; be- , 
zeichnen wir das Rachitismaximum mit 12 nach den Standardfiguren des 
Medical Research Council’) so hatten 

2 Versuchstiere, nimlich: 

3757 und 3790 bei Beginn des Versuches Rachitis 4 (héchste Rachitis), 

2 Kontrolltiere, nimlich: 

3743 und 3796 bei Beginn des Versuches Rachitis 4 der gleichen Skala. 

Nach 23 tiigigem Versuch unter welchem die Versuchsratten 
Injektionen von 0,02 mg Thyroxin erhielten, ergab sich aus den 
Réntgenaufnahmen folgendes: 

3757 Heilungsgrad 10 Kontrolltiere 3743 Rachitis 4 
3790 % 8 “i 3796 — 

An Kontrolltier 3796 war die Rachitis in den 23 Versuchs- 
tagen keinesfalls verstiirkt worden, vielmehr scheint nach dem 
Rintgenbild hier eine Selbstheilung eingetreten zu sein. Das Auf- | 
treten solcher Selbstheilungen, welche natiirlich die Beurteilung 
einer Behandlung auBerordentlich erschweren, ist nach Angaben der 
Literatur, so z.B. aus dem Elberfelder Vitamininstitut nicht selten.*) 

An den gleichen Tieren wurden Epiphysenschnitte hergestellt, 
ther welche folgendes zu sagen ist: 

Von den Versuchstieren zeigt 3757 in Ubereinstimmung mit 
dem Réntgenbefund weitgehende Heilung. Ratte 3790 zeigt reich- 
lich porése Knochen; deutliche Heilung.* Die Schnitte der Kon- 
trolltiere 3743 und 3796 lassen auf Rachitis schlieBen, 


B. Thyroxinwirkung unter Vitamin D-Zusatz auf die Knochenbildung 
bei nicht rachitischen Ratten. 

2 Versuchsreihen sind angestellt worden; die erste davon ist 
bereits in einer vorhergehenden, vorliiufigen Mitteilung erwihnt. 
Die beiden Serien unterscheiden sich durch die Menge des tiiglich 
subeutan injizierten Thyroxins. 





) Bourdillon u. Mitarbeiter, Quantitative estimation of Vitamin D by 


radiography. 
*) Windaus, Liittringhaus u. Deppe, Liebigs Ann. 489, 252 (1931). 
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Versuchsreihe a. 12. Dezember 1931 bis 8. Januar 1932. 
Diese Serie umfabte 3 Gruppen von Ratten, welche als Zusatz 
zur Grundkost S, + D (vgl. S. 26) die Vitamine B, C und D (in 
Form von Vigantol) erhielten. Somit bestanden die Ansiitze der 
einzelnen Gruppen in 

Gruppe 1. Carotin 0,0025 mg pro Tag. 

Gruppe 2. Kein Carotin, aber Thyroxininjektion (0,01 mg 
Thyroxin pro Tag wiihrend der 3 ersten Versuchswochen, dann 
0.015 mg). 

Gruppe 3. Carotin + Thyroxin in den oben angegebenen 
Mengen. 

Uber den histologischen Befund ist folgendes zu sagen: 
Withrend die Epiphysengrenze bei der Gruppe 1 durchaus normal 
war, zeigten die Ratten, welche Thyroxin, aber kein Carotin er- 
hielten (Gruppe 2), iuBerst schmale Wachstumszone der Epiphysen 
und keine Anzeichen von Knochenbildung. Die Knorpelzellen 
der Zuwachszone liegen nicht dicht aneinander, sondern sind durch 
gréBere Zwischenriiume getrennt. Auch bei Gruppe 3, welche 
immerhin Gewichtszunahme ergeben hatte (1 g pro Woche), waren 
die Knorpel unregelmiBig, die Wachstumszone recht schmal, und 
die Knochenbalken waren nur schwach ausgebildet. Die Priipa- 
rate der Epiphysen weisen jedenfalls darauf hin, daB nicht die 
Verkalkung, sondern die Neubildung der Knorpelsubstanz bei den 
thyroxinbehandelten Ratten gehemmt war. 

Versuchsreihe b. 21. Januar 1932 bis 9. Februar 1932. 
Tigliche Thyroxininjektion 0,02 mg pro Tag, also die doppelte 
Menge wie in Versuch a. 

DemgemiB nehmen auch die mit Carotin und Thyroxin be- 
handelten Ratten hier an Gewicht ab, niimlich im Mittel 6,3 ¢ 
pro Woche. 

Auch in dieser Serie b zeigen die Epiphysenschnitte der mit 
Carotin und Thyroxin behandelten Ratten (8477 und 3479) eine 
unnatiirlich schmale Knorpelzone der Epiphyse und keine oder 
nur schwache Neubildung von Knochenbalker, wihrend das Bild 
der Kontrollratten (8474, 3535 und 3537) normal erscheint, wie 
aus den Figuren hervorgeht.') 


') Friulein Signe Forsgren (Histologische Abt. des Karolinischen 
Institutes) und dem Vorstand dieser Abteilung, Herrn Prof. Dr. G. Higg- 
qvist sprechen wir auch an dieser Stelle fiir die freundliche Hilfe durch 
die Anfertigung der Mikrophotographien unseren besten Dank aus; ebenso 
Friulein Eva Schultz fir die Ausfiihrung der Schnitte. 
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Es wire hier weiter zu untersuchen, wie die bei Rachitis 
stets auftretende Abnahme des Serumphosphates durch Thyroxin 
beeinfluBt wird. 

Auch unsere Serie c, bei welcher die Ratten ebenfalls die 
nicht rachitogene) Grundkost 8,, + D erhielten, wurde histologisch 
und réntgenologisch bezgl. Knochenhbildung gepriift. Kine niihere 
Besprechung dieser Ergebnisse wiirde die Reproduktion aller 
Schnitte und Roéntgenbilder erforderlich machen, wovon wir hier 
um so mehr absehen miissen, als wir aus der Betrachtung dieser 
Schnitte kein klares Resultat gewonnen haben. Jedenfalls waren 
bei unseren Thyroxintieren deutliche Anomalien in der Epiphysen- 
zone, wenn auch nicht typisch rachitischer Art, vorhanden, wiihrend 
die Kontrolltiere, die nur Carotin zur Grundkost erhalten hatten, 
mehr oder weniger normal waren. 


Carotin -+- Thyroxin in vitro. 
Nach dem Ergebnis unserer fiinf biologischen Versuchs- 
reihen ‘a—e kann kein Zweifel mehr dariiber bestehen,\daB ein 
Antagonismus zwischen Thyroxin und Carotin statthat.') Freilich 


darf man — worauf wir schon friiher (a. a. O.) aufmerksam ge- 
macht haben — ,nicht von vornherein voraussetzen, daf Carotin 


und Thyroxin sich direkt neutralisieren oder auch nur Anta- 
conisten an den gleichen Reaktionen sind“. Indessen ist eine 
direkte chemische Wechselwirkung zwischen diesen beiden Stoffen, 
eventuell unter Teilnahme eines dritten Stoffes, nicht ausgeschlossen. 
Aus diesem Grund haben wir gepriift, ob Carotin und Thyroxin 
sich auBerhalb des Organismus iiberhaupt beeinflussen. Wir 
haben dabei mit wiiBrigen Lésungen gearbeitet, und zwar des- 
wegen, weil wir nunmehr iiberhaupt der Annahme zuneigen, dab 
die biologischen Wirkungen des Carotins (und Xanthophylls) iiber- 
wiegend in der wiiBrigen Phase vor sich gehen, wiihrend die 
Speicherung des Carotins an die Fettphase gekniipft ist. 

Im Anschlu8 an unsere Versuche iiber die Stabilitit und 
sonstigen KEigenschaften kolloider Carotinoidlésungen, welche an 
anderer Stelle mitgeteilt werden sollen, haben wir an kolloiden 
Carotinoidlésungen (aus Acetonlésungen in friiher beschriebener 
Weise dargestellt) folgenden Versuch ausgefiihrt: 





1) Wir haben schon friiher [Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi, 11 B, Nr. 1 (1932)] auf die Méglichkeit hingewiesen, Hyper- 
thyreoidismus (Basedow) durch Carotineingabe zu beeinflussen und solche 
Versuche sind im Gang. 





34 Euler und Klussmann, Carotin (Vitamin A) und Thyroxin. 


Wir haben eine Mischung bereitet, welche in 100 ccm 4 mg 
Carotin und 30 mg Thyroxin enthielt und haben dieselbe mit 
einer entsprechenden thyroxintreien Carotinlésung verglichen. 

Versuchslésung und Kontrollésung wurden unmittelbar nach 
ihrer Herstellung spektroskopisch untersucht und ergaben iiber- 


einstimmend: : . 
524,5 mu, 487 my, 456 mu und 427 mu. 


Nach 48 stiind. Stehen der Lisungen an der Luft bei 389° 
wurden dieselben aufs neue spektrometrisch und colorimetrisch 
gemessen. 

Die spektrometrische Aufnahme zeigte, daB sich in beiden 
Lésungen (also unabhiingig vom Thyroxin) die Lage der Bande 
um etwa 10 my nach Violett verschoben hatte. Der colori- 
metrischen Untersuchung gemiif nahm sowohl in der Carotin 
Thyroxinmischung als in der Carotinkontroll6sung die Intensitiit 
der Gelbfiirbung wiihrend der 48 Versuchsstunden ab. Indessen 
war die Farbstiirke in der Thyroxinlésung stiirker als in der Kon- 
trollésung und zwar entsprach die Differenz 20°, der urspriing- 
lichen Carotinmenge. Thyroxin hat also dem Carotin gegeniiber 
als Schutzstoft gewirkt. 

Wir ziehen zuniichst in Betracht, daB das Thyroxin durch 
das Carotin gebunden oder veriindert und damit teil- 
weise inaktiviert wird, Da es durch die Methode von Fellen- 
bergs moglich ist, auch kleine Thyroxinmengen zu bestimmen, liBbt 
sich eine Veriinderung des Thyroxins experimentell feststellen. 
Eine diesbeziigliche Untersuchung hat Herr Kollege I. Abelin 
freundlichst unternommen. 

Inwietern es sich bei der Kinwirkung von Carotin auf Thyroxin 
um irreversible Veriinderungen des ‘Thyroxins oder beider Kom- 
ponenten handelt, wird auch dadurch untersucht, daB die Mischung 
dieser Stoffe nach einer gewissen Reaktionszeit in vitro dem Ver- 
suchstier injiziert wird. Diese Versuche sind noch nicht abge- 
schlossen; die Beurteilung der Ergebnisse wird dadurch erschwert, 
daB das Carotin im Tierkérper eine Reihe verschiedenartiger Um- 
wandlungen erleiden kann. 


Nachtrag bei der Korrektur: Die bemerkenswerte Tatsache, 
welche kiirzlich vy. Fellenberg (Bio. Z. 253, 62 (1932)] tiber die gelbe 
Farbe der Milch thyreopriver Ziegen angegeben hat, deutet ebenfalls auf 
den Antagonismus Carotin-Thyroxin. 











































Zur Kenntnis der natiirlichen Melanine. 


: Von 
390 Heinrich Waelsch. 
ch 

(Aus dem Medicinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 

en (Der Redaktion zugegangen am 5. Oktober 1932.) 
de 
Pe 
Die Abgrenzung und Definition der natiirlichen Melanine 
at innerhalb der verschiedenen Pigmente des Tierorganismus kann 
n heute nicht mit Sicherheit durchgefiihrt werden. Sind doch die 
"= Kriterien, die nach dem heutigen Stand der Pigmentforschung 
ie einen Farbstoff unter den Begriff eines natiirlichen Melanins 
> fallen lassen und die im wesentlichen vom histologischen Bild 


ausgehend, sich in Farbe, chemischer Resistenz und Léslichkeits- 
}) &  verhiltnissen erschépfen, nicht ausreichend, um ein Pigment der 
| Gruppe der natiirlichen Melanine zuzuweisen. Noch immer gilt, 
' was Krukenberg!) beziiglich der Melanine schrieb: ,,Es steht 
, auBer Frage, daf unter diesem Gesamtbegriff sehr verschiedene, 
cegen Reagentien widerstandsfiihige, braune, in dickerer Schicht 
schwarz erscheinende Pigmente vereinigt wurden usw.“ Die Un- 
lislichkeit der Melanine macht jede colorimetrische Auswertung 
ihres Tinktionsvermigens unmdéglich und damit auch die Be- 
stimmung ihres Reinheitsgrades und der Grife des Pigment- 
komplexes. So stehen nur Methoden zu ihrer Darstellung zur 
Verfiigung, die auch nicht die Sicherheit geben, in dem end- 
giiltigen Kérper wirklich das reine Melanin und nicht etwa nur 
ein Bruchstiick oder es mit zufilligen Verunreinigungen vor sich 
zu haben. 

Infolge der angefiihrten Schwierigkeiten hat sich das Interesse 
bald den kiinstlichen Melaninen zugewandt in der Hoffnung, 
aus ihrem Entstehungsmechanismus und ihrer Zusammensetzung 
auf Genese und Konstitution der natiirlichen Melanine schlieBen 
zu kénnen. Im Hinblick auf die definierten Verbindungen, die 
bei kiinstlicher Melaninbildung die Substrate bilden, zum Teil 


') Vergleichend-physiologische Vortriige I, 90 (1886). 
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auch gestiitzt auf die diirftigen analytischen Befunde bei der 
Untersuchung der natiirlichen Melanine, werden die cyclischen 
Komplexe des Eiweibes fiir die Melaninbildung verantwortlich ge- 
macht. Eine wescntliche Stiitze fand diese Annahme in der Aut- 
klirung der Dunkelfiirbung des Blutes niederer Tiere durch den 
Nachweis einer Tyrosinase.') Dieser Nachweis konnte aber nur 
fiir die niedere Tierwelt*) erbracht werden.’) 

Durch Entdeckung eines das 3,4-Dioxyphenylalanin oxy- 
dierenden Fermentes in der Haut hat Bloch*) die Méglichkeit 
aufgezeigt, die Vorstufen des Hautmelanins im Dioxyphenylalanin 
zu erblicken, einer Substanz, die Raper®) bei der Kinwirkung 
von ‘T'yrosinase auf Tyrosin als Zwischenstufe isolieren konnte. 
Die Spezititiit dieser Blochschen Oxydase ist, sowohl was das 
Vorkommen in Organen als auch was das Substrat®) anlangt, um- 
stritten. Immerhin muB die Blochsche ,,Dopa“reaktion als ein 
guter Indicator der potentiellen Pigmentierungsfihigkeit des 
Organismus angesehen werden. 

In letzter Zeit haben Schmalfuss und Mitarbeiter’) bei 
(chederfiiBlern, spiiter auch in der Haut und den Haaren vom 
Menschen mit der von ihnen ausgearbeiteten Priifstreifenmethode 
.»Dioxybenzolstoffe* als Farbvorstufen nachweisen kénnen. 


Von anderer Seite wurde Pyrrol’) als Muttersubstanz des 
Melanins angesprochen, auch die Melaninbildung unter rein 
chemischen Bedingungen®) wurde als Analogie gedeutet. 

Trotz aller dieser Befunde und bestechenden Analogien hat 
sich die Kenntnis der natiirlichen Melanine seit ihren ersten 
Untersuchern nicht wesentlich vertieft. Wir haben die Unter- 


1) y. Firth u. Schneider, Hofm. Beitr. 1, 229 (1901). 

*) Vgl. v. Fiirth, Zbl. Path. 15, 617 (1904); Oppenheimers Handb. d. 
Biochemie 1, 743 (1908); Wien. med. Wschr. 70, 229, 281 (1920). 

’) Gessard, C. r. Acad. Sci. 136, 1086 (1903), konnte den vorderhand 
unbestiitigten Nachweis einer Tyrosinase in dem melanotischen Tumor eines 
Pferdes erbringen. 

4) Literatur vgl. Bloch, Handb. der Haut- und Geschlkrkh., Bd. I, 
Springer (1927). 

5) Raper u. Mitarb., Biochemic. J. 17, 455 (1923); 19, 84, 92 (1925): 
20, 68 (1926); 21, 89, 1370 (1927). 

*) Mulzer u. Schmalfuss, Med. Klin. 1931, 30, 1091. 

7) Naturwiss. 15, 453 (1927); 16, 209 (1928) und voranstehende Anm. 6. 

‘) Vgl. Saccardi, Biochem. Z. 132, 428 (1922); Rondoni, Biochem. 
Z. 169, 145 (1926). 

*) Adler, Biochem. Z. 137, 201 (1923); 141, 304 (1923); 148, 541 (1924). 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Melanine. 


suchung wieder aufgenommen und das Chorioideapigment und 
Fuscin aus Rinderaugen, ferner das Pigment zweier maligner 
Melanome vom Menschen untersucht. Im folgenden geben wir 
eine Zusammenstellung der von friiheren Autoren zur Darstellung 
dieser Melanine verwendeten Methoden, da sie fiir die Beurteilung 
der gewonnenen Ergebnisse wesentlich sind.') 


Berzelius*) hat wohl als erster das Pigment der Augen unter- 
sucht. Er, wie auch die spiteren Untersucher [Scherer’) Sieber‘), 
Landolt*)] gewannen es durch Ausschwemmen aus den Augenhiuten mit 
Wasser. Keiner der Untersucher trennte das Chorioideapigment von dem 
des Pigmentblattes der Retina. Berzelius beschreibt die Unldslichkeit 
des Pigments in Siuren und seine geringe Léslichkeit in Alkali. Sieber 
schlieBt zur weiteren Reinigung eine kurze Hydrolyse mit 10°/,iger Salz- 
sdure an. 

Dressler®) behandelt die Geschwulstteilchen menschlicher Melanom- 
metastasen mit heiBer, starker Kalilauge. Er beschreibt eine Suspension, 
keine Lésung der Pigmentteilchen, die durch Essigsiure gefillt wird. Er 
reinigt das Priiparat, wohl als erster, dann durch Verdauung mit Magen- 
saft und extrahiert mit Alkohol-Ather. Berdez und Nencki’) stellen ihr 
Melanin (Phymatorhusin genannt) nach Zerkleinerung und Extraktion der 
melanotischen Leber (Metastasen eines Hauttumors) mit Alkohol und Ather 
durch Lésen in Lauge und Fillen mit Siure und kurze anschlieBende 
Hydrolyse mit 10 °/,iger Salzsiiure dar. Das Priiparat ist in Alkali léslich, 
aber teilweise auch in Siure. Bei der Untersuchung des Pigments der 
Lebermetastasen eines nach ihrer Meinung vom Auge ausgehenden Tumors 
stellten Nencki und Sieber*) zum Unterschied von ihrem Phymatorhusin 
die geringe Léslichkeit des Farbstoffs in Lauge fest. War er durch Kochen 
mit 5 °/,iger Kalilauge zum Teil in Lésung gebracht, so schied er sich 
beim Erkalten der Lésung wieder aus. Ebenso reinigte Mérner’) das 
Pigment der Lebermetastasen eines Melanoms der Haut durch Umfiillen 
aus Lauge. Brandl und Pfeiffer’) lassen die Lebermetastasen eines 
anscheinend von der Lidhaut ausgehenden Tumors mit Magensaft ver- 
dauen und trennen das Pigment durch Kolieren vom Unverdauten. Ihr 
Melanin ist alkaliléslich. Zdarek und v. Zeynek"') wie auch v. Zum- 
busch’) entfernen das EiweiB durch langdauernde Verdauung mit Pepsin- 


1) Es kann natiirlich keine vollstiindige Aufzihlung der Methoden in 
diesem Zusammenhang angestrebt, es kénnen nur die prinzipiell wichtigen 
genannt werden. Im allgemeinen sei auf die erschépfenden Referate von 
v. Fiirth (a. a. O.) fiir die fltere Literatur verwiesen. 

2) Lehrbuch der Chemie 9, 522 (1840). 

*) Liebigs Ann. 40, 63 (1841). 

*) Arch. f. exper. Path. 20, 362 (1886). 

*) Diese Z. 28, 192 (1899). 

*) Prager Vierteljahrschrift 101, 59 (1869). 

‘) Arch. f. exper. Path. 20, 346 (1886). ‘) Ebenda 24, 17 (1888). 
*) Diese Z. 11, 67 (1887). 1) Z, Biol. 26, 848 (1890). 

) Diese Z. 36, 493 (1902). 2) Diese Z. 36, 511 (1902). 
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Salzsiiure. Wiihrend die anderen Untersucher die Pigmente unter An- 
wendung von Alkalilaugen oft in der Hitze in Lésung bringen, verwenden 
Zdarek und vy. Zeynek die schonendere Extraktion mit 5 °/, Ammoniak 
in der Kilte. v. Zumbusch, der sein Priparat aus den Lebermetastasen 
eines primiiren Augenmelanoms gewinnt, beschreibt ein anscheinend schwer 
lésliches Priparat. Salkowski’') glaubt im Eisessig ein geeignetes Mitte] 
zur Entfernung von Fett und EiweiB gefunden zu haben. 

Bei der Darstellung des von ihnen Hippomelanin genannten Pigments 
der melanotischen Tumoren von Pferden zerkochen Berdez und Nencki’) 
die Tumoren mit 1 °/,iger Kalilauge, wobei das Pigment in der Flissigkeit 
zum ‘Teil suspendiert, zum Teil gelést wird. Sie fillen den Farbstoff dann 
mit Siiure aus und reinigen durch eine kurze, salzsaure Hydrolyse. v. Firth 
und Jerusalem’) stellen Hippomelanin durch wiederholtes Extrahieren 
mit kochender, rauchender Salzsiiure dar, das zuriickgebliebene Pigment 
wird mit Alkohol-Ather extrahiert. Heinlein*) verwendet nach Fiirth 
zur Verfliissigung der Organe heiBe Kjeldahllauge, fillt den Farbstoff mit 
Salzsiiure, lést wieder in Lauge und fillt mit Siure. Dieser Reinigungs- 
methode liegt das Prinzip zugrunde, daf die Melanine in konzentrierter 
Salzsiiure zum Unterschied von den Albuminaten unléslich sind. 

Aus der gegebenen Zusammenstellung der zur Darstellung 
der Melanine verwendeten Methoden ist ersichtlich, daB die Farb- 
stoffe zu ihrer Reinigung am _ hiiufigsten in Alkali gelést und 
dann wieder mit Siure ausgefillt wurden. Bei dieser Lisung in 
Laugen oder in Ammoniak handelt es sich aber wohl nicht um 
echte, sondern um kolloide Lésungen [vgl. auch Dressler, 
Heinlein (a. a. O.), Brahn®)), Es erscheint fraglich, ob diese 
Léslichkeit in kolloider Form geniigt, um die Melanine von ihren 
Verunreinigungen, vor allem von Eiweif, zu trennen. 

Entgegen diesem Einwand, (der sich gegen eine Reinigung 
der Melanine auf diesem Wege richtet), sei darauf hingewiesen, 
daB sich die Melanine nach ihrer, wenn auch kolloiden Léslich- 
keit in Alkali in zwei Gruppen zu teilen scheinen. Berdez 
und Nencki, Mérner, Brandl und Pfeiffer, Zdarek und 
Zeynek® beschreiben in Alkali bzw. Ammoniak gut loésliche 
Priiparate. Alle diese Melanine waren anscheinend aus Meta- 
stasen primiirer Hauttumoren dargestellt worden. Nencki und 
Sieber, wie auch v. Zumbusch finden ihre Melanine in Alkali 
schwer léslich; die Primiirtumoren hatten ihren Sitz im Auge. 
Auch unsere aus den Melanommetastasen primirer Augentumoren 
dargestellten Priiparate waren schwer in Alkali léslich. 


') Virchows Arch. 227, 121 (1920). 2) a. a. O. 
*) Hofm. Beitr. 10, 131 (1907). 

*) Virchows Arch. 227, 138 (1920). 
*) Nach Mitteilung von Herrn Professor Zeynek. 


*) Biochem. Z. 154, 24 (1924). 
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Das Vorkommen von Eisen in den Melaninen hiingt ent- 
scheidend von der angewandten Darstellungsmethode ab. Bei 
Entfernung des EiweiB durch Pepsin—Salzsiiure muB an die Még- 
lichkeit der Abspaltung eines eisenhaltigen Komplexes oder von 
komplex gebundenem Eisen gedacht werden. 

Die Angaben iiber den Schwefelgehalt der Melanine weichen 
stark voneinander ab. Einige Autoren fanden keinen, andere bis 
11°/, Schwefel. Fast allen Schwefelbestimmungen war eine Be- 
handlung der Melanine mit Alkali, oft auch mit heiBen, starken 
Laugen vorausgegangen. Eine nachtriigliche Bestimmung des 
Schwefels (wie auch des Stickstoffs) kann zweifellos keinen Auf- 
schluB itiber den wirklichen Gehalt der Melanine geben. 

Gegen die Alkalibehandlung der Melanine erhebt sich noch 
ein anderes Bedenken. Wir wissen aus zahlreichen Unter- 
suchungen, dafs die Melanine durch Alkalischmelze in die leicht 
ljslichen Melaninsiiuren iibergefiihrt werden. Die Digestion der 
Melanine mit Alkali kann also unkontrollierbare, in dieser Rich- 
tung verlaufende Spaltungen und Umlagerungen zur Folge haben. 

Die ganz verschiedenen Angaben iiber die Zusammensetzung 
der Melanine beruhen zum Teil darauf, dafi nicht 2 Untersucher 
die gleiche Darstellungsmethode angewandt haben. AuBerdem 
cibt es wahrscheinlich selbst in den malignen Melanomen ver- 
schiedene Melanine, wie schon oben bei der Alkaliléslichkeit 
hervorgehoben. Dafiir sprechen auch die Schwefelbestimmungen, 
ferner das Auftreten der Tormiihlenreaktion im Harn nach Meta- 
stasierung des Tumors in die Leber. Die Tormihlenreaktion ist 
neben den anderen Melaninreaktionen nur dann positiv, wenn der 
Primirtumor im Auge sitzt, nicht aber bei primirem Hauttumor. 

In dieser Studie werden vergleichend die Pigmente von 
Pferdeaugen und von zwei menschlichen melanotischen Lebern 
mit primiirem Sitz des Tumors im Auge bei ausgesprochener 
Tormihlenreaktion im Harn untersucht. Es wurde eine Methode 
cewihlt, die die Gewihr keiner schwerer und in ihrer Tiefe un- 
kontrollierbarer EKingriffe gab und dadurch zu_ vergleichbaren 
Priiparaten fiihrte. Nach Entfernung des Blutfarbstoffs verdauten 
wir die Organe lange mit Pepsin—Salzsiiure. Die Méglichkeit der 
Abspaltung eines eisenhaltigen Komplexes, wie auch von komplex 
gebundenem Eisen muBte in Kauf genommen werden. Zur weiteren 
Reinigung wurde die Beobachtung ausgewertet, daB bei Ausbildung 
einer Grenzfliche zwischen Toluol und Wasser das Pigment zu 
Boden sinkt, eventuelle Verunreinigungen an der Grenzfliiche 
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festgehalten werden (Flotation). Das gleiche Prinzip hat Heidel- 
berger’) angewandt, um blutkérperchenfreie Farbstofflisungen 
zu erhalten. Es ergab sich, daB die so erhaltenen Pigmente einen 
unverdaulichen EiweiBrest enthielten. Nach Hydrolyse mit Salz- 
siiure wurde das Hydrolysat untersucht in der Hoffnung, fiir die 
Melaningenese kennzeichnende Verschiebungen feststellen zu kénnen. 
Auferdem wurde versucht, diesen unverdaulichen Eiweibrest durch 
Kinwirkung von Brom in Eisessig trypsinverdaulich zu machen. 
Bei den Keratinen konnte Stary’) zeigen, daB sie durch Ein- 
wirkung milder Oxydationsmittel sich in trypsinverdauliche Frak- 
tionen aufteilen heBen. 


Experimenteller Teil. 


Vorversuche iiber die Anwendung des Flotationsprinzips zur Trennung 
des Pigments vom Unverdauten. 200 ¢ menschliche normale Leber 
(Selbstmérder) wurden durch die Fleischmaschine getrieben. Der 
Leberbrei wurde an der Zentrifuge mit 0,1°/, Sodalésung zur 
Entfernung des Blutfarbstoffs gewaschen. Dazu wurde 15 mal mit 
der Sodalésung aufgewirbelt, 30 Minuten zentrifugiert und die 
iiberstehende Fliissigkeit abgeschiittet. Nach dem 12. Mal gab 
das Waschwasser in dicker Schicht weder direkt noch nach 
Reduktion mit Hydrazinhydrat eine Spur eines Hiimoglobin- baw. 
Himochromogenspektrums. Der so gewaschene Leberbrei wurde 
in 500 ccm 0,4°/,iger Salzsiiure suspendiert, 2,5 g lésliches Pepsin 
(Merck) zugesetzt und bei 37° im Thermostaten nach Zusatz von 
Toluol der Verdauung iiberlassen. Nach 14 Tagen waren nur 
geringe Reste unverdauten Gewebes und GeriisteiweiBes zuriick- 
geblieben. Wurde nun die Verdauungsfliissigkeit mit Toluol ver- 
setzt (auf 250 ccm im Zentrifugenglas 5 ccm Toluol), so war 
schon beim ersten Zentrifugieren ein geringer Bodensatz zuriick- 
geblieben, wiihrend die Hauptmenge des Unverdauten an der 
Toluol—Wasser-Grenzfliiche adsorbiert war. Toluol mit Grenz- 
schicht und iiberstehender wiibriger Fliissigkeit wurde abgegossen, 
destilliertes Wasser und Toluol zum Bodensatz wieder zugesetzt. 
Beim zweiten Zentrifugieren blieb kein Riickstand am Boden des 
Zentrifugenglases. 

Weitere Versuche zeigten, daB auch bei kiirzerer, unvollstin- 
diger Verdauung, nach 2—3 maligem Zentrifugieren mit Toluol 
der ganze Riickstand an die Grenziliiche adsorbiert wurde. 


1) J. of biol. Chem. 53, 34 (1922). 
*) Diese Z. 136, 160 (1924); 144, 147 (1925); 175, 178 (1928). 
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Nun mute weiter der Beweis erbracht werden, daB nach 
einer solchen Methode dargestelltes Melanin sich aus der Ver- 
dauungsfliissigkeit unveriindert zuriickgewinnen lieBe. 

200 g wie oben zerkleinerte und vom Blutfarbstoff befreite 
normale Leber wurden mit 0,5 ¢ Melanin gemischt. Dieses Melanin 
aus einer Melanosarkomleber ist das erste der weiter unten be- 
schriebenen Melanine aus malignen Melanomen. Sein Stickstoff- 
cehalt betrug 10,29°/). 

Der Leberbrei wurde nun wie oben mit 500 ccm Pepsin— 
Salzsiiure unter Zusatz von Toluol 4 Wochen verdaut, dann 
ebenso unter Zusatz von Toluol mit destilliertem Wasser an der 
Zentrifuge chlorfrei gewaschen und, wie im folgenden fiir das 
urspriingliche Melanin beschrieben, getrocknet und zur Analyse 
extrahiert und wieder getrocknet. Die Ausbeute an _ wieder- 
cewonnenem Melanin betrug 0,4 g, wobei beriicksichtigt werden 
muB, daB im endgiiltigen Darstellungsversuch die Organe immer 
zumindest 8 Wochen der Verdauung iiberlassen wurden. 

Der Stickstoffgehalt des wiedergewonnenen Melanins betrug 
10,25°/,. 

Beleg: 20,34 mg Melanin verbrauchen 14,9 cem n/100 H,SO,. — 
2,086 mg N 10,25°/, N (Kjeldahl). 

Es zeigt sich also, daB es gelingt, unter Benutzung des 
Flotationsprinzips, einmal dargestelltes Melanin in der gleichen 
Zusammensetzung zuriickzugewinnen, ohne daB die Befiirchtung 
einer Absorption von Verunreinigungen an dieses berechtigt wiire. 


Darstellung von Chorioideamelanin und dem Melanin des Pig- 
mentblattes der Retina. 700 Pferdeaugen wurden im Verlaut 
mehrerer Monate auf Chorioideamelanin und Fuscin verarbeitet. 
Die vom Schlachthof frisch bezogenen Augen wurden vom an- 
hiingenden Fleisch befreit. Mit der Schere wurde in der Mitte 
der Hornhaut eingestochen und vom Einstich gegen den Opticus- 
eintritt je ein Viertelkreis geschnitten. Glaskérper und Linse 
traten aus, die Augenhiiute wurden umgekehrt und iiber 2 Finger 
gestiilpt. Nun wurde die Iris rundherum abgeschnitten. Auf die 
Iris muBte trotz ihres Farbstoffgehaltes verzichtet werden, denn 
bei ihr kann die Trennung von Chorioideapigment und Fuscin 
nicht ausgefiihrt werden. Die als feines Hiiutchen imponierende 
Retina lieB sich leicht abstreifen, und nun wurde das darunter 
liegende Fuscin mit der stumpfen Kante eines Skalpells herunter- 
gestreift. Ks wurde darauf geachtet, nicht etwa die Chorioidea 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII, 4 
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zu verletzen und dadurch eine Vermengung der Pigmente zu 
verursachen. War nun die Hauptmenge des Retinapigments ge- 
wonnen, so wurden mit einem kriftigen Wasserstrahl auch die 


letzten Reste entfernt. Die Chorioidea wurde mit dem Skalpell | 


von der Sklera abgekratzt. Die getrennten Pigmente wurden in 
Wasser aufgeschwemmt unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt, 
bis wir das Material von 700 Augen beisammen hatten. 


Darstellung des Chorioideamelanins. Die gesammelten Chorio- 
ideae wurden durch eine grobe Fleischmaschine getrieben, der 
resultierende Brei durch Waschen an der Zentrifuge mit 0,1°/, 
Sodalésung vom Blutfarbstoff befreit, bis in dicker Schicht des 
Waschwassers spektroskopisch kein Farbstoff mehr nachzuweisen 
war. Der gewaschene Brei wurde in 400 cem 0,4°/,iger HCl 
suspendiert, 2 g¢ Pepsin zugesetzt und unter Toluol bei 37° im 
Thermostaten aufbewahrt. Alle 2 Wochen wurde abzentrifugiert 
und der Riickstand mit neuen 400 ccm Pepsin—HCl versetzt. 
Nach 6 Wochen blieb die Biuretreaktion in der iiberstehenden 
Fliissigkeit aus, es wurde abzentrifugiert, der Riickstand nochmals 
in 200 ccm Pepsin—HCl aufgenommen und weitere 2 Wochen 
verdaut. Nun wurde an der Zentrifuge, wie oben beschrieben, 
unter Zusatz von Toluol (5 ccm zu jedem Zentrifugenglas) bis zur 
Chlorfreiheit und dann noch 2 mal gewaschen. Das Melanin 
wurde im Exsiccator tiber Schwefelsiiure bei 12 mm Druck ge- 
trocknet. Ein Teil wurde zur Analyse im Soxhletapparat mit 
Alkohol 12 Stunden und mit Ather weitere 24 Stunden ex- 
trahiert. 

Das Melanin war in Saure unlislich, in Lauge loéslich, aber 
nicht echt léslich, sondern die Lisung war ziemlich triibe, kolloid. 
Nach kurzer Zeit, auf Salzzusatz sogleich, flockte es wieder aus. 
Die iiberstehende Fliissigkeit war farblos. Das nicht mit Ather— 
Alkohol extrahierte Melanin wies eine anscheinend etwas bessere 
Loslichkeit auf. 

Die Gesamtausbeute betrug 4,8 ¢, so daB sich auf 1 Auge 
ungefiihr 7 mg berechnen. Dies ist aber ein Minimalwert, da ja 
viel Melanin mit der Iris und auch bei ihrer Entfernung verloren 


gegangen war. 

Zur Analyse wurde das Priiparat bei 12 mm und 100° im 
Preglschen Mikrotrockenapparat zur Konstanz getrocknet. Der 
Aschengehalt betrug 1,9°/,. In der Asche waren Spuren von 
Kisen nachweisbar. Die Analysen sind auf aschenfreie Substanz 
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berechnet.') Das dunkelrotbraune Priiparat erwies sich als leicht 
hygroskopisch. 
4,200, 4,716 mg Subst.: 8,26, 9,22 mg CO,, 1,80, 1,92 mg H,0. 
Gef. C 53,64, 53,832 H 4,79, 4,56. 
26,395, 32,160 mg vVerbrauchen 20,0, 24,1 cem n/100 H,SO,, 2,80, 


3,37 mg N. Gef. N 10,6, 10,5. 
22,18, 36,60 mg geben 4,045, 5,915 mg BaSO,, 0,556, 0,812 mg S. 
Gef. S 2,51, 2,22. 


Die Zusammensetzung des Chorioideamelanins ist also: 
C 53,48 H 4,67 N 10,55 8 2,36 O 28,94. 


Darstellung des Fuscins. Die abgestreiften Pigmentkérnchen 
wurden mit 0,1°/,iger Sodalésung bis zur Blutfarbstoffreiheit an 
der Zentrifuge gewaschen, der Riickstand in 60 cem Pepsin—HCl 
suspendiert und der Verdauung unter Zusatz von Toluol bei 37° 
durch 6 Wochen iiberlassen. Nach 4 Wochen, nach 2 maligem 
Wechseln der Verdauungsfliissigkeit, war die Biuretreaktion nega- 
tiv. Es wurde unter Toluolzusatz an der Zentrifuge bis zur Chlor- 
freiheit gewaschen und mit Alkohol und Ather im Soxhletapparat 
extrahiert. Das iiber Schwefelsiiure bei 12 mm Druck getrocknete 
Priparat wog 237 mg. 1 Auge enthielt danach 0,34 mg Fuscin, 
welcher Wert, wie schon beim Chorioideamelanin erértert, einen 
Minimalwert darstellt. Das Fuscin — ein dunkelrotbraunes 
Pulver — lést sich in Siuren nicht, in Alkalien nur sehr schwer, 
so) daB, abgesehen von den an sich sehr fraglichen Vorteilen 
einer Reinigung durch Lésen in Alkali und Fiillen mit Siiure, von 
vornherein an eine solche nicht gedacht werden konnte. 

Zur Analyse wurde das Fuscin bei 100° und 12 mm zur 
Konstanz getrocknet. Der Aschengehalt betrug 0,76°/,. Die 
Asche war eisenfrei. Die Analysen sind auf aschenfreie Substanz 
herechnet. 

4,278, 4,455 mg Subst.: 8,61, 8,93 mg CO,, 2,07, 2,12 mg H,0. 

Gef. C 54,89, 54,67 H 5,41, 5,32. 

16,257, 10,575 mg verbrauchen 12,4, 8,1 ccm n/100H,SO,, 1,74, 
1,18 mg N. Gef. N 10,7, 10,72. 

17,257, 30,600 mg geben 3,325, 5,602 mg BaSO,, 0,427, 0,769 mg S. 

Gef. S 2,65, 2,51. 


1) Die Kohlenstoff—Wasserstoff bestimmungen nach Pregl unter Be- 
riicksichtigung von Boetius, Fehlerquellen der mikroanalytischen Be- 
stimmung usw. 1931. Verlag Chemie. Schwefelbestimmungen nach Waelsch 
u. Klepetar, Diese Z. 211, 47 (1932). 
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Die Zusammensetzung des Fuscins ist also: 
C 54,78 H536 N10,71 S258 O 26,57. 


Darstellung des Melanins aus den Melanommetastasen der mensch- 
lichen Leber. Wir haben das Melanin aus 2 Lebern dargestellt 
und beschreiben die Darstellung gemeinsam. In beiden Fiillen 
handelte es sich um Patienten, denen vor Jahren ein Auge wegen 
der Diagnose Sarcoma corp. ciliar. et irid. enucleirt worden war. 
Die Wiederaufnahme ins Krankenhaus erfolgte wegen der Be- 
schwerden, die durch die vor allem in die Leber erfolgte Meta- 
statisierung hervorgerufen wurden. Der von uns untersuchte Harn 
zeigte fortlaufend bis zum ode neben Melaninreaktionen, die 
auf Oxydation (Kisenchlorid, Salpetersiiure) beruhen, auch eine 
starke ‘lormiihlenreaktion. 

Die nach dem bald erfolgten Tode vorgenommene Sektion 
bestiitigte die Diagnose. 

Die eine Leber wog 5 kg, die andere 5,5 kg. Sie wurden durch die 
Fleischmaschine getrieben; der Leberbrei wie bei den Augenpigmenten be- 
schrieben yom Blutfarbstoff befreit. Der Riickstand wurde in einem Liter 
Pepsin-Salzsiiure suspendiert und unter Toluol der Verdauung bei 37° 
iiberlassen. Nach der zweiten und vierten Woche wurde unter Zusatz von 
Toluol abzentrifugiert und der Riickstand nochmals zur Verdauung angesetzt. 
Nach weiteren 2 Wochen war die Biuretreaktion negativ, nach 4 Wochen 
wurde das Melanin unter Zusatz von Toluol chlorfrei gewaschen. Die 
Melanine wurden im Exsiccator bei 12 mm Druck iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet. Die Ausbeute aus der ersten Leber war 9 g, die aus der zweiten 
Leber 11 g Pigment. 

Die Melanine stellten schwarze Pulver dar. Sie waren in 
Siiure unléslich und lésten sich auch sehr schwer und spuren- 
weise in 2n-Natronlauge, auch nicht deutlich mehr in der Hitze. 
Der grifSere Teil wurde 12 Stunden mit Alkohol:- und 24 Stunden 
mit Ather im Soxhletapparat extrahiert. 

Trotz der sehr geringen Loéslichkeit schien auch hier das mit 
Alkohol und Ather extrahierte Priiparat noch schlechter in Alkali 
léslich als das nur im Exsiccator bei 12 mm iiber Schwefelsiiure 
vom Wasser befreite. 

Zur Analyse wurden die Melanine bei 100° und 12 mm im 
Mikrotrockenapparat zur Konstanz getrocknet. 

Sarkommelanin I. 

Aschengehalt 0,8°/,, eisenfrei. 

4,620, 4,520 mg Subst.: 9,50, 9,33 mg CO,, 2,54, 2,54 mg H,O. 

Gef. C 56,08, 56,30 H 6,15, 6,29. 
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19,44, 21,38 mg verbrauchen 14,2, 15,8 ccm n/100-H,SO,, 1,988, 
2,212 mg N. Gef. N 10,23, 10,35. 
62,74, 15,82 mg geben 14,733, 3,698 mg BaSO,, 2,02, 0,508 mg 8. 
Gef. S 3,28, 3,21. 
Die Zusammensetzung des Sarkommelanin I ist also: 
C5619 H622 N1029 $322 O 24,08. 


Sarkommelanin I. 
Asche 0,6°/, eisenfrei. 
4,737, 5,548 mg Subst.: 8,93, 10,43 mg CO,, 2,10, 2,54 mg H,O. 
Gef. C 51,41, 51,27 H 4,96, 5,12. 
Um zu kontrollieren, ob der ganze Stickstoff mit Sicherheit nach 


Kjeldahl bestimmbar ist, wurden hier auch Stickstoffbestimmungen nach 
Dumas-Pregl vorgenommen. 


4,776, 5,274 mg Subst.: 0,438 (20°, 743 mm), 0,496 (17°, 740 mm) ecm N. 
Gef. N 10,45, 10,27. 
49,03 mg verbrauchen 36,7 ccm n/100-H,SO,, 5,138 mg N. 
Gef. N 10,48. 
14,110, 39,169 mg geben 4,335, 11,608 mg BaSQ,, 0,595, 1,594 mg S. 
Gef. S 4,22, 4,07. 


Die Zusammensetzung des Melanin II ist: 
C 51,34 H504 N 1036 $414 O 29,12, 


Abbau des Melanins durch Hydrolyse mit Salzséure. Vorversuche 
hatten ergeben, daB das Melanin noch einen eiweibhaltigen Kom- 
plex enthilt, der mit Siuren abtrennbar ist. Bei den sich er- 
gebenden Befunden erschien die Befiirchtung unberechtigt, dab 
etwa durch Bildung Schmiedebergscher Melanoidine das Kr- 
gebnis beeinfluBt werden kénnte. Dies schien daraus hervorzugehen, 
daB einerseits die Hydrolysate fast farblos waren, andererseits die 
Werte fiir den Huminstickstoff recht klein, wenn man nicht an- 
nehmen will, daB die Huminsubstanzen an den Pigmentkomplex 
adsorbiert wiirden. 

Im folgenden wird der bei der Hydrolyse zuriickbleibende 
Pigmentkomplex immer als Farbgruppe bezeichnet werden, ohne 
daB damit irgendeine Ansicht priijudiziert werden soll. 

Die vorliegenden Melanine wurden also mit Salzsiiure hydroly- 
siert und die Stickstoffverteilung im Hydrolysat bestimmt. Als 
Kriterium fiir eine geniigende Hydrolyse wurde der nach van 
Slyke bestimmbare Aminostickstoff bestimmt und die Hydrolyse 
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bis zu konstanten Werten fortgesetzt. AuBerdem wurde im Hydro- 
lysat das Tyrosin nach der colorimetrischen Bestimmung von 
Fiirth und Fischer?) bestimmt. ‘Tryptophan wurde in einer 
Melaninprobe getrennt nach Folin und Ciocalteu?) bestimmt, 
da ja wegen der Unlislichkeit des Melanins die direkte Voisenet- 
reaktion®) unanwendbar war. 


Hydrolyse des Sarkommelanin I. 4 ¢ Melanin wurden mit 
80 ccm 20°/) iger Salzsiiure versetzt, die Fliissigkeit am Riickflub- 
kiihler im Baboblech in leichtem Sieden erhalten. Durch Wigung 
des Kolbens wurden die Verdunstungsverluste bestimmt und durch 
Wasser ersetzt. 


Die Aminostickstoffbestimmungen ergaben: 




















Hydrolyse Hydrolysat Dauer korr. Amino-N 
nach Stunden in ccm der Reaktion ecm N in mg 
24 1 6 Min. 1,46 65 
48 1 . « 1,56 70 
72 1 . . 2.00 88 
90 1 S » 2,25 100 
100 1 5 » 2,25 100 














Nach 100stiindiger Hydrolyse waren die Werte konstant. 
Die Hydrolyse wurde unterbrochen, das Hydrolysat vom Farbstoff 


durch ein gewogenes Filter abfiltriert. Die Farbgruppe wurde bis 
zur Chlorfreiheit mit Wasser, dann mit Alkohol und Ather ge- 


waschen und bei 12 mm Druck iiber Schwefelsiure im Exsicecator 


getrocknet. 4g Melanin gaben 2,1 g¢ Farbgruppe. 

Das mit den Waschwiissern vereinigte Hydrolysat wurde bei 
12mm Druck und 40° im Vakuum eingedampft, nochmals mit 
Wasser zur Vertreibung der Salzsiiure eingeengt und auf 90 ccm 
aufgefiillt (10 cem Lésung entsprechen so 8 ccm urspriinglichen 
Hydrolysats). Es enthielt 219 mg N. 

1 cem Hydrolysat verbraucht 1,564 cem n/100-H,SO,, 2,19 mg N. 


10 cem des neutralen Filtrats wurden zur Tyrosinbestimmung nach 
Fiirth und Fischer‘) verwendet. Um die Lésung auf die erforderliche 
Aciditiit zu bringen, wurde sie mit 0,7 ccm konzentrierter Schwefelsiiure 
versetzt und dann nach den Angaben der Autoren weiterverarbeitet. 


') Biochem. Z. 154, 1 (1924). 

*) J. of biol. Chem. 73, 629 (1927). 

*) Fiirth u. Lieben, Biochem. Z. 109, 124 (1920). 
Sa. aD. 
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Es fanden sich in 100 ccm Hydrolysat 81 mg Tyrosin, also 
5,3°/, fir das EiweiB, 2°/, fiir das gesamte Melanin. 
Die Untersuchung der Stickstoffverteilung im Hydrolysat ergab: 


ey ne 100 °/, 
i) er 14,5 
ee «<< ae ee oe eS 4,1 1,9 
nn 6. & + © & © = eo) 4 1,75 0,8 
| ett a a 11,7 
Se 5,4 2,5 
a ee ee ee. 1,3 
Monamino-N ........ . 80,1 36,6 
Nichtamino-N......... 48,9 22,4 


Wie erwihnt, wurde Tryptophan und Tyrosin auferdem nach 
Folin und Ciocalteu?) bestimmt. Der schwere AufschluB ver- 
anlaBte uns, anstatt 20 Stunden 40 Stunden zu_hydrolysieren. 
Vergleiche mit der Fiirthschen Tyrosinmethode am Casein 
ergaben geringere Werte fiir Tyrosin. Die ‘Tyrosinbestim- 
mungen gelangen beim Melanin nicht, die Firbungen waren zu 
schwach, um kolorimetriert zu werden, wahrscheinlich wurde das 
Tyrosin durch die langdauernde, alkalische Hydrolyse zerstirt. 
Auch den Tryptophanwerten kann nur geringes Gewicht bei- 
gemessen werden, da das Phenolreagens ebenso mit den Indol- 
derivaten reagiert, die bei der alkalischen Schmelze des Melanins 
entstehen. Wir haben zwar das Hydrolysat nach dem Vorschlag 
von Me Farlane und Fulmer’) mit Toluol mehrmals aus- 
ceschiittelt, méchten aber trotzdem nicht behaupten, daB wir nur 
Tryptophan colorimetriert haben. 

200 mg Melanin wurden mit 4 cem 20°/, iger Natronlauge unter Zusatz 
von Oktylalkohol 40 Stunden am Baboblech in einem Kjeldahlkolben mit 
aufgesetztem RiickfluBkiihler hydrolysiert. Dann wurde mit Wasser auf 
20 cem aufgefiillt, mit 5 cem Toluol 3 mal je 6 Stunden geschiittelt. Das 
Toluol wurde abgehoben, die Fliissigkeit mit Kaolin geklirt. Es blieben 
16 cem entsprechend 160 mg Melanin. Die Lésung wurde im Wasserbad 
fast zur Trockne gebracht, auf 4 cem mit Wasser aufgefiillt, mit 2,4 cem 
14n-Schwefelsiiure versetzt und dann mit Wasser auf 16 ccm aufgefiillt. 
Nach Filtration wurden 8 ccm zur Bestimmung genommen, wobei wir uns 
genau an die Vorschriften von F. u. C. hielten. Die Bestimmung ergab 
1,92 mg, in einem zweiten Falle, we 100 mg Melanin zur Verwendung kamen, 
0,89 mg Tryptophan. Fiir das Melanin ergeben sich also 0,96 bzw. 0,89°,,, 
fiir den KiweiBrest 2,5 bzw. 2,3°/, Tryptophan, bzw. eine dieser Menge 
entsprechende positive Farbenreaktion. 

Die Farbgruppe war ein schwarzbraunes Pulver. Sie war in 
Alkali fast unléslich bzw. noch schwerer léslich als das zugehirige 


1) a. a. O. *) Biochemic. J. 24, 1601 (1930). 
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Melanin. Zur Analyse wurde sie bei 100° und 12 mm getrocknet. 
Sie war nicht hygroskopisch. 

8,986, 4,477 mg Subst.: 8,25, 9,30 mg CO,, 1,76, 1,92 mg H,0. 

Gef. C 56,45, 56,65 H 4,94, 4,80. 

30,40, 88,98 mg verbrauchen 17,0, 21,5 ccm n/100-H,SO,, 2,4, 
3,01 mg N. Gef. N 7,8, 7,73. 

27,12, 48,84 mg geben 9,395, 17,12 mg BaSQ,, 1,290, 2,351 mg S. 

Gef. S 4,76, 4,81. 
Die Zusammensetzung der Farbgruppe des Melanin I ist also: 
C 56,55 H 4,87 N 7,78 S 4,78 O 26,02. 

Berechnet man aus dem nun bekannten Stickstoffgehalt der 
Farbgruppe und dem Stickstoffgehalt des Gesamtmelanins und 
des Hydrolysats den Anteil der Farbgruppe an dem Melanin, s0 
ergibt sich, da die Farbgruppe 62°/, des Melanins darstellt. 
Dieser Wert wurde auch bei Berechnung des Tyrosins bzw. Trypto- 
phangehaltes des Eiweibrestes eingesetzt. Durch direkte Wigung 
den Anteil der Farbgruppe zu ermitteln, wie es urspriinglich 
unsere Absicht war, ist deshalb unmiglich, da ein ziemlicher Teil 
der Farbgruppe bei dem wiederholten Waschen zum Zwecke der 
Chlorfreiheit durchs Filter geht. 

Aus den vorliegenden Analysen des Melanins und der Farb- 
gruppe ergibt sich fiir den EiweiBrest folgende Zusammensetzung: 
C556 H84 N144 807 0 20,9. 

Hydrolyse des Sarkommelanin IT. 1,5 ¢ Melanin II wurden mit 
30 ccm 20°/, iger Salzsiiture hydrolysiért, wobei die notwendige 
Dauer der Hydrolyse wieder durch Kontrolle des Aminostickstoffs 
zu ungefiihr 100 Stunden bestimmt wurde. Die Farbgruppe wurde 
auf einem gewogenen Filter chlorfrei gewaschen, sie wog 0,69 g. 
Das Hydrolysat wurde mit den Waschwiissern vereinigt und, wie 
schon beschrieben, zur Stickstoffverteilung und Tyrosinbestimmung 
aufgearbeitet. 

Die Stickstoffverteilung im Hydrolysat war: 


re 100 °%/, 
hse oe lt. a a | 20,8 
Pe Sa es ae eS a a we % 0,95 1,0 
ee 1,4 1,5 
a 19,5 
MitideN. . . . 1. wee Oe 4,8 
ie kk a ke & we eS 7,9 8,6 
nr 27,2 


Nichtamino-N ......... 15,7 17,0 
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et. Die Tyrosinbestimmung ergab 11,2 mg Tyrosin, also fiir den 
KiweiBrest berechnet 1,64 °/,, fiir das Melanin 0,75°/,. Die Trypto- 
phanbestimmung in 200 mg ergab 1,5 mg Tryptophan (d. i. 1,7°/, 


| baw. 0,75°/,). 





“a Die Farbgruppe des Sarkommelanin II hatte das gleiche 
7 Aussehen und die gleiche Lislichkeit wie die des Melanin I. Das 
nicht hygroskopische Pulver wurde durch Trocknen bei 100° und 
12 mm Druck zur Analyse vorbereitet. : 
3,416, 4,131 mg Subst.: 7,08, 8,60 mg CO,, 1,46, 1,70 mg H,0. 
0: Gef. C 56,52, 56,78 HH 4,78, 4,60. 
16,79, 26,15 mg verbrauchen 9,3, 14,4 cem n/100-H,SO,, 1,30, 2,0 mg N. 
er Gef. N 1,76, 7,7. 
id 25,17, 9,754 mg geben 9,205, 3,297 mg BaSO,, 1,264, 0,453 mg S. 
. 
:. Gef. S 5,02, 4,64. 
” Die Zusammensetzung der Farbgruppe des Melanin II ist also: 
1g C 56,65 H 4,69 N 1,73 S 4,83 O 26,10. 
h Berechnet man den Anteil der Farbgruppe an dem _ vor- 
il f liegenden Melaninkomplex, so ergeben sich 54,5°/). 
al Die Zusammensetzung des Kiweibrestes ist: 
C450 H54 N135 S33 #0 328. 
)- 
r: Hydrolyse des Chorioideamelanins. 2 ¢ Melanin wurden mit 
40 com 20°/,iger Salzsiiure 100 Stunden hydrolysiert, auch hier 
, gab der Aminostickstoff nach ungefaihr 90 Stunden konstante 
t Werte. Farbgruppe und Hydrolysat wurden wie schon beschrieben 
, weiter verarbeitet. Die Farbgruppe wog 1,195 g (59,7°/,). 
8 
e Die Stickstoffverteilung im Hydrolysat war: 
b. ee |) 100%, 
o ff a . | ee 24,0 
ns ie eee ee a OP 2,52 2,2 
3 0 ee ee ee ee ee 2,35 2,1 
OS 22,9 
ee « ee en Se ROR 1,62 i,4 
ee eee ee ee ee 9,43 8,4 
Monamino-N .. . . a 27,7 
Nichtamino-N. ....... . 14,5 13,0 


Im Hydrolysat wurden 24 mg 'T'yrosin aufgefunden, also be- 
trigt der Gehalt des EiweiBrestes 3,0°/,, der des Gesamtmelanins 
12°), Tyrosin. Die Tryptophanbestimmung in 200 mg _ ergab 
0,6 mg Tryptophan (0,8 bzw. 0,3°/,). Die Farbgruppe, ein schwarz- 
braunes Pulver, war in Alkali ebenso unldéslich wie die Farb- 
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gruppen der Sarkommelanine, obwohl das urspriingliche Chorioidea- 
melanin eine Loéslichkeit in Alkali, wenn auch eine unechte, ge- , 
zeigt hatte. 

Zur Analyse wurde die Farbgruppe bei 100° und 12 mm | 
getrocknet. Sie war nicht hygroskopisch. | 
3,830, 4,745 mg Subst.: 8,27, 10,26 mg CO,, 1,56, 1,92 mg H,0. 

Gef. C 58,89, 58,97 H 4,56, 4,53. 

16,075, 15,060 mg verbrauchen 9,6, 8,5 cem n/100 H,SO,, 1,34, 1,19 mg N. 

Gef. N 8,3, 7,9. 
18,713, 18,806 mg geben 2,610, 2,783 mg BaSO,, 0,359, 0,382 mg S. 
Gef. S 1,91, 2,03. 
Die Zusammensetzung der Farbgruppe ist also: 
C5893 H4,54 N81 $1.97 O 26,46. 

Der Anteil der Farbgruppe am Melanin kann zu 61°/, be- 
rechnet werden. Durch Wiigung der Farbgruppe ergaben sich 
60°/,. Es war hierbei nicht soviel Farbgruppe bei der Filtration 
wie bei den Sarkommelaninen verloren gegangen, so daB der er- 
mittelte und der aus den Stickstoffverhiltnissen berechnete Anteil 
gut iibereinstimmen. 

Die Zusammensetzung des anhiingenden EiweiBrestes kann 





berechnet werden: 
C449 H49 N144 S29 0 329. 


Hydrolyse des Fuscins. Wegen der geringen zur Verfiigung 
stehenden Mengen kiénnen wir nur einen Uberblick iiber die Zu- 
sammensetzung geben. 

100 mg Fuscin wurden mit 2 ccm 20°/, iger Salzsiiure 100 Stdn. 
hydrolysiert. Die gewaschene und getrocknete Farbgruppe wog 
41 mg. In Farbe und Loslichkeit verhielt sie sich wie die Farb- 
gruppe des Chorioideamelanins. Zur Analyse wurde sie bei 100° 
und 12 mm Druck getrocknet. 

3,497 mg Subst.: 7,08 mg CO,, 1,56 mg H,0. 

Gef. C 55,21 H 4,99. 
6,562 mg verbrauchen 4,1 cem n/100 H,SO,, 0,547 mg N. 
Gef. N 8,8. 
2,541 mg geben 0,985 mg BaSOQ,, 0,135 mg S. 
Gef. S 5,32. 


Die Zusammensetzung der Farbgruppe ist: 
C 55,21 H 4,99 N88 8S 5,32 O 25,68. 
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Im Hydrolysat der 100 mg Fuscin wurden 6,87 mg N auf- 
cefunden. Daraus berechnet sich der Anteil der Farbgruppe 
mu 44°). 

Der anhingende EiweiBrest hiitte die folgende Zusammen- 
setzung: 

C544 H56 N 122 804 O 274. 

Priifung der Trypsinverdaulichkeit des Melanins. Wenn auch 
bei der minimalen Loslichkeit der Melanine eine Verdaulichkeit 
unwahrscheinlich war, sollte diese vor allem in Hinblick auf die 
foleenden Versuche gepriift werden. Die Melanine erwiesen sich 
als vollkommen unverdaulich durch Trypsin. 

Je 200 mg Melanin I., Il. und Chorioideamelanin wurden in 10 cem 
Phosphatpuffer (py = 7,8) mit Trypsin (Kahlbaum) versetzt und unter 
Toluol bei 37° im Thermostaten aufbewahrt. Als Kontrollen fiir die Lés- 
lichkeit von Melanin in alkalischen Fliissigkeiten wurden 100 mg jedes 
Melanins in 5cem Pufferlésung gebracht und bei 37° gehalten. ~ Sofort 
nach Ansatz des Versuches, ferner nach 24, 48 und 80 Stunden wurden je 
1cem entnommen, mit 2 ccm 2 n-Essigsiiure versetzt filtriert und von dem 
Fiitrat 2 cem zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl verascht. Alle 
untersuchten Proben verbrauchten sowohl bei der ersten Entnahme als 
auch bei den weiteren 0,0—0,2 cem n/100 H,SO, (0O—0,028 mg N), welche 
minimalen Stickstoffmengen einerseits auf das Trypsin, andererseits auf die 
geringe Léslichkeit der Melanine zu beziehen sind. 

Einwirkung von Brom in Eisessig auf Melanine. Nach dem 
Vorgang von Stary?) bei seinen Keratinuntersuchungen wurden 
je 200 mg Melanin I., Il. und Chorioideamelanin zu einer Liésung 
von 400 mg Brom in 3,2 ccm wassertreiem EKisessig zugesetzt und 
3 Wochen im Dunkeln aufbewahrt. Nach dieser Zeit filtrierten 
wir ab, wuschen auf dem Filter erst mit Eisessig, dann mit 
Alkohol und Ather bis zum Verschwinden des Bromgeruchs und 
his das Waschwasser Jod—Stirkepapier nicht mehr blau firbte. 
Nach dem Trocknen wurden je 85 mg jedes Melanins einmal mit 
deem 0,2°/,iger Sodalésung, die 0,25°/, Trypsin enthielt, einmal 
mit der gleichen Trypsinlésung nach !/, stiindigem Aufenthalt im 
kochenden Wasserbad zur Kontrolle versetzt. Sofort nach Ansatz 
des Versuches und nach 24 und 72stiindigem Aufenthalt im 
Thermostaten wurde von jeder Probe 1 ccm entnommen, mit 
1 cem Wasser und 0,5 ccm 25°/,iger Trichloressigsiiure versetzt, 
tiltriert und vom Filtrat 2 cem zur Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl verwendet. Umgerechnet auf die Gesamttliissigkeit 
wurde gefunden: 


1) a. a. O. 
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Melanin I Chorioideamelanin 
nach mit Trypsin| ohne Trypsin] nach | mit Trypsin ohne Trypsin 
Stdn. = mgN | mg N Stdn. mg N mg N 
0 0,128 | 0,128 0 | 0095 | 0,095 
24 1,24 | _ 24 1,31 | _ 
72 1,31 0,131 72 174 | 0,120 





Ks zeigt sich also nach der Bromeinwirkung eine weitgehende 
Verdaulichkeit, die ungefihr 50°/, des im Kiweibrest vorhandenen 
Stickstoffs frei werden liBt. AuBerdem ist durch die Behandlung 
mit Brom, wie aus den Kontrollen ersichtlich, die Léslichkeit der 
Melanine gestiegen (vgl. die Werte bei den Versuchen iiber die 
Trypsinverdaulichkeit). Auffillig war, daB die mit Trypsin ver- 
setzten Proben auch eine viel stiirkere Firbung als die mit zer- 
stértem Trypsin versetzten aufwiesen. Das diirfte wohl auf eine 
Loéslichkeitsbeeinflussung im Sinne einer Schutzwirkung durch die 
bei der Verdauung entstehenden Spaltprodukte zuriickzutiihren sein. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Als ersten Schritt zur Darstellung der Melanine wahlten wir 
nach vollkommener Entfernung des Blutfarbstoffs die wochen- 
lange erschépfende Verdauung der Organe iiber das Verschwinden 
der Biuretreaktion hinaus. Das zuriickbleibende unverdauliche 
Eiweif wurde durch Adsorption an die Grenztliiche Toluol—Wasser 
entfernt, wiihrend das Pigment zu Boden sinkt. Bei normalen 
Organen gelingt es, alle Riickstiinde in der Grenztliche fest- 
zuhalten, zugesetztes Melanin wird unveriindert zuriickgewonnen. 

















Jo © °/lo H */o N °jo S 
Scherer’). . . . . . . | 57,9-59,67 | 5,81-5,91 | 13,77 | nicht untersucht 
Oe") sk +s we * 8 53,97 5,32 10,12 0 
| Rinderaugen . . 60,34 5,02 10,81 0 
Sieber °) 59,9 4,61 -- 0 
Schweineaugen . 58,64 5,09 — 0 
Hirschfeld‘). . . .. . — — — 0 
Landolt®), Rinderaugen. . 54,48 5,35 12,65 | nicht untersucht 
Nach 5 stiind. HCl-Hydrol. 58,82 3,37 11,10 " ™ 
Eigene Priiparate: 
Pferde- — 53,48 4,67 10,55 2,36 
augen |Fuscin ... . 54,78 5,36 10,71 2,58 
1) a. a. O. *) Arch. f. Ophthalmol. 9, 63 (1863). 


3) a. a. O. *) Diese Z. 13, 418 (1889). 5) a. a. O. 
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Die so erhaltenen, gewaschenen und von Fettsubstanzen be- 
freiten Pigmente entsprechen mit gewissen Kinschriinkungen durch 
die speziell angewendete Methodik wohl den Melaninen der ilteren 
Autoren. Stellen wir die Analysen friiherer Untersucher des 
Chorioideapigments zusammen, so muBb diesbeziiglich betont werden, 
daB sie das Chorioideapigment und das des Pigmentblattes der 
Retina nicht trennten (vgl. Tabelle auf 8. 52 unten). 

Die Analysen differieren in allen Werten. Am auffallendsten 
sind die von uns sowohl im Chorioideapigment als auch im Fuscin 
nachgewiesenen betriichtlichen Mengen Schwefel, wiihrend Sieber, 
Rosow, Hirschfeld keinen Schwefel finden konnten. 

Auch die Analysen von Melaninen aus malignen Melanomen 
weichen voneinander ab. Wir geben einige wieder. 








Autor i, © °/, H "i, = a 

Berdez—Nencki’) . 53,74 4,22 10,09 10,59 
53,28 3,87 10,06 

53,10 3,82 11,01 11,03 

Momer"). . . . 55,72 6,00 12,30 7,97 





Brandl-Pfeiffer ® 
Zdarek-v. Zeynek *) 


53,56—53,97 
48,95—54,43 


4,00—5,00 
4,23—5,89 


9,92—10,52 
12,58—13,59 


2,3 —3,65 
1,74—8,23 














v. Zumbusch °*) 51,68 6,46 14,56 1,74 

Heinlein®) . . . 56,28 5,68 8,44 2,29 

Kigene Priparate: 

Melanin IT. . . 56,19 6,22 10,29 3,22 
- Me 51,34 5,04 10,36 4,14 


Unsere Priparate waren eisenfrei, dagegen schwefelhaltig. 
Soweit uns bekannt ist, hat als einziger Dressler’) das Pigment 
melanotischer Tumoren schwefelfrei gefunden, alle anderen Autoren 
konnten Schwefel in erheblicher Menge nachweisen. 

Dieser Melaninkomplex der iiblichen Auffassung 
enthilt nun, wie sich sowohl bei den Pigmenten der 
Rinderaugen als auch bei denen der Tumoren zeigen 
lieB, noch eine betrichtliche Menge Eiweif.  Letzteres 
liBt sich weder durch Pepsin und Trypsin, noch durch Flotation 
abtrennen, Zu seiner Abspaltung und unter Kontrolle des Amino- 
stickstoffs durchgefiihrten Hydrolyse ist ein langdauerndes Kochen 
mit 20°/,iger Salzsiiure notwendig. Kine Anzahl friiherer Unter- 
sucher hat zur Reinigung der Melanine kurzdauernde Hydrolysen 
mit Salzsiiure vorgenommen. Solche Melaninpriiparate  liegen 
zwischen den von uns als Melanine und den als Farbgruppen 
hezeichneten Priiparaten. 

') bis 7) a. a. O. 
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Auch wir erhielten durch verschieden lange salzsaure Hydro- 
lysen verschieden zusammengesetzte Priparate. 





























Farbgruppe 
Melanin II . : 0 0; 0 
nach Stunden /, € o lo N /o 8 
Hydrolyse 
0 51,34 5,04 10,50 4,14 
48 54,85 4,87 8,3 4,26 
100 56,65 4,69 7,1 4,83 


Nach Abspaltung des EiweiBrestes erwiesen sich 
die Farbgruppen der Tumoren von gleicher EKlementar- 
zusammensetzung. Hiervon und untereinander verschiedene 


Zusammensetzung hatten die Farbgruppen der Pigmente der 


Pferdeaugen. 




















Farbgruppe des °/, C ">, "lo m "ls @ %/, O 
Melanin I. . . 56,55 4,87 7,78 4,78 26,02 

— aa 56,65 4,69 1,73 4,83 26,10 
Chorioideamel. . 58,93 4,54 8,1 1,97 26,46 
Puseim... =. 55,21 4,99 8,8 5,32 25,68 








Durch die gleiche Zusammensetzung der Farbgruppen der 


Melanosarkome erscheint vor allem das Vorkommen des Schwefels 
nicht mehr als Zufall, vor allem dann, wenn man die ver- 
schiedene Zusammensetzung der Muttersubstanzen der Farbgruppen 
in Betracht zieht. 

Bei allen Farbgruppen, auber beim Chorioideamelanin, er- 
scheint der Schwefel in der Farbgruppe angereichert. 








Chorioideamel. Fuscin Melanin I | Melanin Ir 








S-Gehalt ° ° . . 

—_— in °, in °/, in °/ in °/ 
des Melanins . . 2,36 2,58 8,22 4,14 
der Farbgruppe . 1,97 5,32 4,78 4,83 














Das in den Melaninen nachgewiesene festhaftende und un- 
verdauliche EiweiB zeichnet sich durch einen geringen Monamino- 
stickstoff, hohen Nichtaminostickstoff und hohen Amidstickstoff aus. 











EiweiBrest Amid-N |Monamino-N]| Nichtamino-N}| Diamino-N 
des Melanins in °/, in °/, in °/, in °%/, 
Chorioidea . . 24,0 27,7 13,0 32,7 
Melanin I. . 14,5 36,6 22,4 21,5 
— ae 20,8 27,2 17,0 32,9 
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Das Auftreten dieser groBen Mengen von Ammoniak bei der 
salzsauren Spaltung der Melanine (in unserem Falle als Amid-N 
angesehen), erinnert an die Angabe von Rona und Riesser’), 

| dab bei der Oxydation von Hippomelanin mit 3°/,igem Wasser- 
stoffsuperoxyd in salzsaurer Liésung 56°/, des Gesamt-N als 
Ammoniak frei werden. 

Der Nachweis und die Bestimmung von Tryptophan und 
Tyrosin durch Farbreaktionen wie tiherhaupt der Nachweis eines 
festhaftenden EiweifBrestes zeigt, mit welcher Vorsicht die Er- 
cebnisse der bei den Melaninen hiiufig angestellten Alkalischmelze 
aufzunehmen sind, da die nach Alkalischmelze gefundenen Spalt- 
stiicke der Melanine wie Indol, Skatol, Pyrrol usw.’) auch aus 
dem Eiweifi sekundir entstanden sein mégen. Wir miéchten be- 
tonen, daB die von uns bestimmten Werte fiir cyclische Amino- 
siuren vorderhand nicht zur Erérterung iiber eine Melaningenese 
dienen sollen, in Hinblick auf die in diesem Falle vieldeutige 
Bestimmungsmethode lediglich durch Farbreaktionen, ehe nicht 
eine Isolierung dieser Aminosiiuren selbst durchgefiihrt ist. 

Aus der aus der Elementarzusammensetzung der Melanine 
und ihrer Farbgruppen berechneten Zusammensetzung des Kiweib- 
restes ergibt sich ein auffallend hoher Sauerstoffgehalt. 
































EiweiBrest - 
ae | o/ H o/ N O10 S Oo}, 8) 
des Melanins © m iy N lo 
Chorioidea . . 44,9 4,9 14,4 2,9 32,9 
Fuscim. . . . 54,4 5,6 12,2 0,4 27,4 
Melanin I. . 55,6 8,4 14,4 0,7 20,9 
“ae 45,0 5,4 13,5 3,3 32,8 


Beim Melanin I ist der Sauerstofigehalt der Farbgruppe 
hiher als der des EiweiBrestes. In diesem Zusammenhange sei 
an die Uberlegungen von Stary’) erinnert, der den Sauerstoff- 
gehalt des noch unbekannten Restkérpers in verschiedenem KiweiB 
weitaus héher als den Sauerstoffgehalt wie er in der Elementar- 
analyse des EKiweifes zutage trat, berechnete. 

Durch Einwirkung von Brom in Eisessig konnte bei dem 
trypsinresistenten Eiweifanteil der Melanine Verdaulichkeit er- 
reicht werden. 

Alle diese angefiihrten Befunde zeigen, dab die Melanine 
neben der Farbgruppe einen Kiweibrest von besonderer 
) Diese Z. 57, 143 (1908); 61,12 (1909). *) Literatur vgl. Fiirth, a.a.O. 
*) Diese Z. 186, 137 (1930); Brig] u. Held, Diese Z. 152, 230 (19286). 
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Zusammensetzung und Eigenschaft enthalten. Wir wisse: 
nicht, wie weit durch die von uns geiibte salzsaure Hydrolyse 
die Farbgruppe selbst angegriffen, und ihre Spaltstiicke so die 
Stickstoffverteilung in verschiedener Richtung verschieben. 

Vor allem mu8 in Erwigung gezogen werden, ob es sich 
bei den nachgewiesenen Eiweifresten nicht um Geriisteiweibe 
(Neurokeratin, Retikulin), die durch ihre schwere Angreifbarkeit 
gekennzeichnet sind, handelt. Bei normalen Organen koénnten sie 
nach der Verdauung in der Toluol—Wassergrenzfliche festgehalten, 
bei Anwesenheit von Melanin (in diesem Falle der Farbgruppe) von 
diesem als Adsorbens daran gehindert werden, in die Grenzfliche 
zu gehen. Dann wire aber die besondere Zusammensetzung der 
Eiweibreste und das Verhalten des Schwefels nicht verstindlich, 

Weiter erscheint es méglich, daB das KiweiB an das Pigment 
in irgendeinem Stadium fermentativer Bildung sekundir fest 
verankert wiirde.!) Bei einem teilweise nicht fermentativen* 
Ablauf der Pigmentbildung, wie es Raper bei der Tyrosinase- 
wirkung wahrscheinlich gemacht hat, kénnte das EiweiB stabili- 
sierend, bzw. die Reaktion fortsetzend, eingreifen. 

Es wire nach unseren Befunden naheliegend, sich das Ge- 
samtmolekiil des Melanins aus einem ungefirbten EiweiB durch 
partielle Umbildung eines Teiles zu einer Farbgruppe entstanden 


zu denken. Dann wire die Farbgruppe durch Zusammenschlub | 
gewisser, vielleicht der cyclischen Komplexe des EiweiBes unter ' 
Ausbildung der Farbe entstanden, wobei in dem _ festgestellten | 


Kiweibrest die sozusagen unverwendbaren, bzw. nicht durch diesen 
Reaktionsmechanismus angreifbaren Aminosiiuren zu sehen wiiren. 
Ob in diesem Falle dem auffallend hohen Schwefelgehalt eine 
erundsiitzliche Bedeutung zukiime, mu8B ebenso wie bei den 
Keratinen dahingestellt bleiben. 


Zusammenfassung. 


1. Untersucht wurde Chorioideamelanin und Fuscin aus Pferde- 
augen, weiter menschliches Melanin aus den Lebermetastaseu 


') y. Fiirth, Zbl. Path. 15, 636 (1904). Beim Blutfarbstoff konnte 





nach Hydrolyse mit schwacher Lauge die sekundire Anlagerung prolin- | 


reicher EiweiBreste an die prosthetische Gruppe wahrscheinlich gemachi 


werden [Waelsch, Diese Z. 168, 118 (1927)]; vgl. auch den analogen Be : 
fund von Kiister und Koppenhéfer nach Alkoholyse des Blutfarbstoff: | 


[Diese Z. 170, 106 (1927)]. 


*) Raper, a.a. O.; vgl. auch Abderhalden, Lehrbuch der Physiol. | 


Chemie 1931, S. 569. 
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von malignen Augenmelanomen, die durch das Auftreten der 
Tormiihlenreaktion im Harn gekennzeichnet sind. 

2. Zur Reinigung und Darstellung der Melanine wurde nach 
Entfernung des Blutfarbstotfes langdauernde Verdauung mit Pepsin— 
Salzsiure und Adsorption der Verunreinigungen an die Grenz- 
fliiche Toluol—Wasser angewandt. 

3. Die durch Extraktion von den Fettstoffen befreiten Melanine 
hatten eine verschiedene elementare Zusammensetzung. Als Minimal- 
cehalt konnten fiir das Pferdeauge 7 mg Chorioideamelanin und 
0,34 mg Fuscin berechnet werden. 

4. Diese Melanine enthalten noch einen unverdaulichen Kiweib- 
rest, der sich durch langdauernde, salzsaure Hydrolyse abtrennen 
liBt. Er zeigt bei Untersuchung der Stickstoffverteilung einen auf- 
fallend hohen Amid- und Nichtaminostickstoff und eine niedrige 
Monaminosiiurefraktion. Er ist durch Trypsin nicht verdaulich, 
laBt sich aber durch Einwirkung von Brom in Hisessig verdau- 
lich machen. AuBerdem zeichnet er sich durch einen hohen Sauer- 
stoffgehalt aus. Es handelt sich also hier um einen KiweiBkirper 
besonderer Zusammensetzung, der mit der Farbgruppe anscheinend 
stabil verbunden ist. 

5. Das Chorioideamelanin enthielt Spuren von Eisen, die 
anderen Melanine waren eisenfrei. 

6. Alle Melanine enthaltenSchwefel in betriichtlicher Menge. Bei 
der Hydrolyse reichert er sich bei den Sarkommelaninen und bei dem 
Fuscin in der Farbgruppe an, in der Farbgruppe des Chorioidea- 
melanins wurde weniger Schwefel als im Melanin selbst gefunden. 

7. Die Farbgruppen der Sarkommelanine hatten die gleiche 
elementare Zusammensetzung, die Farbgruppen des Chorioidea- 
melanins und des Fuscins waren davon und untereinander ver- 
schieden. 

8. Der Grund fir die Verschiedenheit der Melanine der 
Literatur wird darin gesehen, daB keine der angewandten Methoden 
die Gewiihr einer definierten Abbaustufe bietet. Dazu kommt, dab 
Melanine verschiedenster Genese miteinander verglichen wurden. 
Durch den Nachweis einer unverdaulichen und nur durch ener- 


_ gische Hydrolyse abspaltbaren EiweiBkomponente bediirfen die 


analytischen Befunde der Literatur einer Revision. 
9. Es werden Moglichkeiten iiber den genetischen Zusammen- 


hang zwischen dieser abspaltbaren EiweiBkomponente und der 
Melaninbildung diskutiert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII. 








Untersuchungen iiber die Lipoide der Sadugetierleber. 
II. Mitteilung.}) 
Uber das Vorkommen des Lignoceryl-sphingosins 
in der Schweineleber. 
Von 


Ernst Friinkel und Franz Bielschowsky. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitét Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1932.) 


Bei Untersuchungen iiber die Natur des sogenannten Un- 
verseifbaren der Siiugetierleber isolierten Thannhauser und 
Frinkel vor einiger Zeit das Lignoceryl-sphingosin. Die sich an 
diesen Befund anschlieBende Frage, ,ob der Kérper als Spaltstiick 


dem Kerasin oder entsprechenden Sphingomyelin der Leber zu- | 
geteilt werden muB, oder ob er in dem aufgefundenen Zustande | 


in der Leber vorkommt“, konnte damals nicht entschieden werden. 
Auch bei einem von Thierfelder’) aus Cerebrosidfraktionen des 
Gehirns isolierten Priiparat, das sich auf Grund der Analyse und 
der Spaltung als unreines Lignoceryl-sphingosin erwies, war die 
Frage, ob ,zuckerfreie Cerebroside“ im Organismus_ priiformier' 
sind, nicht zu entscheiden, da das Ausgangsmaterial mit wiiBrigen 
Baryt vorbehandelt war. Spiitere Autoren als Thierfelder, die 
sich mit der Zusammensetzung der Lipoide des Gehirns_ be- 
schiiftigten, scheinen ,zuckerfreie Cerebroside* im Gehirn nicht 
angetroffen zu haben; in der Literatur ist hieriiber nichts erwiihnt. 

Bei der Fortsetzung der Arbeit iiber das ..Unverseifbare® der 





Siiugetierleber, wiihrend der wir iiber gréBere Mengen von noch 
nicht verseiften iitherischen Extrakten aus Schweineleber ver- 
fiigen, haben wir unsere Aufmerksamkeit auch auf die Erforschung | 


der in den itherischen Extrakten der Leber enthaltenen Lipoitde | 
gerichtet. 


. 


oe 


') I. Mitteilung, Diese Z. 205, 183 (1931). 
*) Diese Z. 89, 236 (1914). 


peMaAR riers SE oN Sew, 


Bd 
st 
4 












































Untersuchungen iiber die Lipoide der Siiugetierleber. 59 


Mit der vorliegenden Arbeit kénnen wir als das erste Er- 
cebnis dieser Untersuchungen zeigen, dab ,zuckerfreie Cerebroside* 
‘in der Leber des Schweines priiformiert sind. 
Nach der zu beschreibenden Methode li8t sich aus frischer 
Schweineleber reines Lignoceryl-sphingosin in einer Ausbeute von 
-etwa 0,06°/, (bezogen auf Trockengewicht der Leber) isolieren, 
in besonderen Kontrollversuchen, bei denen fermentative Pro- 
zesse in der Leber unterbunden sind, wird nachgewiesen, daB das 
Lignoceryl-sphingosin nicht durch autolytische Prozesse wiihrend 
der Aufarbeitung der Leber entsteht. Eine Hydrolyse durch 
-chemische Agentien kann bei der verwandten Methode aus- 
ceschlossen werden. 

Wir nennen die Verbindungen vom Typus des Lignoceryl- 
sphingosins Ceramide. Diese Bezeichnung wurde gewiihlt, weil es 
sich um wachsartige Koérper mit amidartiger Bindung der Fett- 

|  siure an das Sphingosin handelt. Ein weiterer bekannter Ver- 
i. | treter dieser Klasse ist das von Klenk?) durch Spaltung des 
Cerebrons gewonnene Cerebronyl-sphingosin. Das Ligneceryl- 


Dh Ra Ah Ny OT AOS BI 


wee sphingosin ist nicht das einzige Ceramid, das im Organismus prii- 
ack | . formiert ist. Bei der Aufarbeitung der aus der Leber dargestellten 
oe. | ‘itherischen Extrakte ist uns ein weiteres Amid, das sich durch 
nde | _ seine Léslichkeit, Krystallform und seinen Schmelzpunkt vom 
don, Lignoceryl-sphingosin unterscheidet, in geringer Menge begegnet. 
des | | Mit der fiir die Isolierung des Lignoceryl-sphingosins geeigneten 
_ Methode sind jedoch nur minimale Ausbeuten an diesem Ceramid 
a zu erzielen, so daB seine Aufkliirung zuriickgestellt werden muf, 
bart his wir mehr Material in Hiinden haben. 

_ Nach der von uns eingeschlagenen Methode erhilt man ferner, 
‘die in der gleichen Ausbeute wie das Lignoceryl-sphingosin, ein Diamino- 
* phosphatid (P: N wie 1:2), das sich besonders durch seine hydro- 
‘cht | . Philen Eigenschaften von den bisher bekannten Sphingomyelinen 
ant, | _ Uuterscheidet. Zuckerhaltige Komplexe wurden von uns in der 
hea 1 ‘chweineleber nicht in nennenswerter Menge angetrofien. 

och | | Die Tatsache, daB Ceramide in der Leber auftreten, ist ein 
‘ey. |  *cneuter Hinweis fiir die zentrale Stellung, die diesem Organ auch 





ane te fiir den Lipoidstoffwechsel zukommen diirfte. Ebenso wie im 


5 


«de | | Nohlehydrat- und Eiweibstoffwechsel die wesentlichsten Ab- und 
| | Aufbauprozesse in der Leber verlaufen, so scheint sich auch die 
/ | Synthese der hochmolekularen Lipoide in diesem Organ zu yoll- 


') Diese Z. 153, 74 (1926). 
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ziehen. Die Existenz der Ceramide driingt zur Vorstellung, daf 
von ihnen aus der weitere Aufbau der Cerebroside und Diamino- 
phosphatide erfolgt; durch Verkniipfung mit Galaktose entsteht 
aus Lignoceryl-sphingosin Kerasin, durch Veresterung mit Cholin- 
phosphorsiiture das entsprechende Sphingomyelin. 

Wiahrend sich im Gehirn neben den Phosphatiden die Cerebro- 
side vorfinden, sind in der Leber nur geringe Mengen von zucker- 
haltigen Komplexen vorhanden’). Statt der Cerebroside findet 
man die Ceramide. 

Es erhebt sich die Frage, inwieweit die Leber fiir Art und 
Menge der in den anderen Organen vorhandenen Lipoide ver- 
antwortlich ist. Auch aus pathologisch-anatomischen Befunden, 
bei den sogen. Lipoidosen, geht hervor, daf Beziehungen solcher 
Art bestehen. Die Verkniipfung der Niemann-Pickschen Er- 
krankung mit der amaurotischen Idiotie(L.Pick, M. Bielschowsky 
ist ein Beispiel dafiir, daB der Lipoidstoffwechsel des Gehirns mit 
dem der Leber in naher Beziehung steht. 


Versuehsteil. 


Die noch kérperwarme Schweineleber wurde in einer Fleisch- 
hackmaschine gut zerkleinert und mit der 1'/, fachen Menge Aceton 
versetzt. Nach 30—48 stiindigem Stehen unter CO, wurde der 
Organbrei auf der Nutsche abgesaugt und anschlieBend im Vakuum 
bei einer Temperatur von etwa 35° getrocknet. Die getrocknete 
und nochmals gemahlene Leber wurde danach in gréBeren Por- 
tionen, die 20—25 kg frischer Leber entsprechen, unter CO, mit 
alkohol- und peroxydfreiem Ather erschépfend extrahiert. Die Ex- 
traktion geschah in einer gréSeren, explosionssicheren, metallenen 
Apparatur, die die Berndorfer Metallwarenfabrik nach unsere 
Angaben ausfihrte. Um allzulangem Erhitzen der extrahierten 
Substanz vorzubeugen, sind die ersten Extrakte nach 20—24 Stunden 
entnommen worden. Nach 48—60 Stunden war die Extraktion mit 
Ather meist abgeschlossen. Die vereinigten iitherischen Lisungen 
engte man auf 4—5 Liter im CO,-Strom ein und lieB sie im Kis- 
schrank, oder besser bei — 10° 30—40 Stunden lang stehen. Hier- 
bei schied sich am Boden des GefiiBes ein weiBer Niederschlag 
ab, den man durch Zentrifugieren (Temp. 0O—5°) abtrennte. Der 


14) 
') Epstein und Lorenz [Diese Z. 211, 217 (1932)] konnten nach der 
Methode von Lieb und Epstein kein Kerasin in der normalen Leber 
nachweisen. 
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Niederschlag wurde im Zentrifugenglas 2—3 mal mit kaltem Ather 
gewaschen und getrocknet. Die danach gut pulverisierte Substanz 
wurde in der Soxhlethiilse mit Ather ausgezogen. Bei guter Be- 
netzung der Substanz, die in der Hiilse mit beigemengtem Filtrier- 
papier autgelockert war, mit Ather und geniigend langer Extraktion 
erhielt man im Ather neben geringen Mengen yon Fett, Phos- 
phatid und einem unbekannten Ceramid das Lignoceryl-sphingosin: 
4 der Hiilse blieb ein Diaminophosphatid, iiber das noch zu be- 
richten ist, zuriick. Je nach der Konzentration der iitherischen 
Lisung des Lignoceryl-sphingosins fallt es schon bei der Ex- 
traktion oder beim Erkalten aus der Liésung wieder aus. — Das 
erwihnte zweite Ceramid bleibt im Ather gelist; es ist wegen 
seiner guten Léslichkeit in Ather nur in geringer Menge in dem 
aus dem Ather ausfallenden Ausgangsmaterial enthalten. — Das 
Lignoceryl-sphingosin wurde vom Ather durch Zentrifugieren be- 
freit, getocknet und mehrmals aus Essigester und Methylalkohol 
wnkrystallisiert. Die so dargestellten analysenreinen Priiparate 
Jodzahl und Zerewitinoff entsprechen der Theorie’) haben meist 
noch eie schwach gelbe Farbe. Sie schmelzen bei 90—90,5°, 
dem Schmelzpunkt, den wir fiir das aus dem ,,Unverseifbaren“ 
dargestellte Lignoceryl-sphingosin angegeben haben. Vollig farb- 
lose Priiparate erhilt man, wenn man die bei 90—90,5° schmel- 
zende Substanz in sehr viel Ather auflést und in der Kiilte mit 
Tierkohle schiittelt. Das nach dem Einengen des Athers erhaltene 


FO 


schneeweibe Produkt schmilzt dann bei 94—95,5°. 


4,081 mg Subst.: 14,105 mg CO,, 5,570 mg H,O. — 2,961 mg Subst.: 
0,065 eem N (22°, 761 mm). 
C,,H,,NO, (649,7) Ber. C 77,57  H 12,87 N 2,16 
Gef. .. 77,23 ., 12,51  ., 2,54. 


Bei Kontrollversuchen, bei denen fermentative Prozesse wiihrend der 
Aufarbeitung unterbunden waren, wurde die Leber 20—25 Minuten nach 
dem Tode des Tieres in fester Kohlensiiure rasch abgekiihlt, im halb- 
cefrorenen Zustande durch die Fleischmiihle gedreht und mit der 3-—4 fachen 
Menge Aceton geschiittelt. Das Aceton wurde nach 2 Stunden gewechselt, 
und die weitere Aufarbeitung wie in den anderen Versuchen durchgefiihrt. 
In einem anderen Versuch wurde die Leber 20—25 Minuten nach dem Tode 
des Tieres rasch in einer Fleischhackmaschine zerkleinert, sofort mit Aceton 
versetzt, und das Aceton nach 2 Stunden erneuert. Die Ausbeute an 
Lignoceryl-sphingosin war die gleiche wie in den friitheren Versuchen. 


Spaltung des Lignoceryl-sphingosins. Zur Spaltung wurden 1,0g¢ 
Lignoceryl-sphingosin mit 50 ccm 10 gewichtsprozentiger methyl- 





') Vgl. I. Mitteilung. 
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alkoholischer Schwefelsiure 5 Stunden lang am _ RiickfluBkiihler 
auf dem Wasserbade verseift. Im Eisschrank fielen tiber Nacht 
1,05 ¢ eines Gemisches von Lignocerinsiiuremethylester und Sphin- 
gosinsulfat aus. Dieses Gemisch wurde 2 Stunden lang mit 5°/) iger 
methylalkoholischer Lauge verseift. Nach dem Erkalten wurde 
von den Seifen abgesaugt und das methylalkoholische Filtrat mit 
der gleichen Menge Wasser versetzt. Die Lésung wurde mit 
Ather ausgeschiittelt und der jitherische Extrakt mit dem, aus 
den getrockneten Seifen dargestellten, iitherléslichen Anteil ver- 
einigt. Die vereinigten iitherischen Extrakte wurden gewaschen, mit 
Na, SO, getrocknet, vom Ather befreit und bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Ausbeute an Sphingosin: 0,420 g (Theorie: 460 ing), 

Das Sphingosin wurde in alkoholischer Lésung mit alkoholi- 
scher Schwefelsiure in das Sulfat iibergefiihrt und aus Methy!|- 
alkohol umkrystallisiert. 

2,499 mg Subst.: 5,655 mg CO,, 2,480 mg H,O. — 2,206 mg Subst.: 
0,086 ccm N (21°, 750 mm). 

C,,.H,,NO,),H,SO, (696,7) Ber. C 62,01 H 10,71 N 4,02 

Gef. ,, 61,71 ,, 11,10 ,, 4,47. 

Aus der methylalkoholisch-wabrigen Lésung wurden durch: 
Einengen noch geringe Mengen von K-Seifen gewonnen, die nach 
dem Trocknen mit den friiher erhaltenen vereinigt wurden. 

Ausbeute: 0,601 g (Theorie: fiir lignocerinsaures K 0,625 ¢, 

Bei einer zweiten Spaltung mit der etwa 100 fachen Menge 
10 gewichtsprozentiger methylalkoholischer Schwefelsiure wurde 
der nach der Verseifung ausgefallene Methylester der Lignocerin- 
siiure aus Methylalkohol einmal umkrystallisiert. Schmelzp. 55,5°. 
Der Ester wurde mit Alkali verseift, und die freie Siiure nach 
dem Ansiiuern der alkoholisch-wiibrigen Seifenlésung mit Ather 
gewonnen. Aus Alkohol umkrystallisiert, zeigte die Lignocerin- 
siiure den Schmelzpunkt von 82°. 

89,515 mg verbrauchten 1,064 cem n/10-NaOH; Mol.-Gew. 371,3 
(Theorie 368,38). 

Bestimmung der spezitischen Drehung des Lignoceryl-sphingosins 
in Chloroform. Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurden 
2¢ Substanz in 100 ccm Chloroform gelést und im 4 dm-Robr 
eine Drehung von — 0,200° abgelesen. 


ro]g 4? ae — 0,200 _ 
— 4 x 0,02 


—_—_— 2,50°. 





























Zur Kenntnis der Amylokinase. 
If. Mitteilung tiber enzymatische Amylolyse in der von 
M.Samec und EK. Waldschmidt-Leitz begonnenen Unter- 
suchungsreihe.) 
Von 
Ernst Waldsehmidt-Leitz und Arnulf Purr. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Oktober 1932.) 


In der zweiten Mitteilung dieser Reihe’) haben wir die Auf- 
findung eines spezifischen Aktivators der Amylolyse in Malzaus- 
ziigen, der Amylokinase, beschrieben. Von seinen Wirkungen 
war angegeben, dab er befihigt sei, die Geschwindigkeit der 
amylatischen Verzuckerung durch pflanzliches Enzym, aus un- 
cekeimter Gerste, aber auch die Stiirkeverzuckerung durch Pan- 
kreasamylase, diese bei maBig saurer Reaktion, erheblich zu 
steigern, Wie es sich inzwischen gezeigt hat, ist es vor allem 
die @-Amylase in dem amylatischen System der Gerste, auf 
welche sich die Wirkung der bei der Keimung sich bildenden 
Amylokinase bezieht; denn die g«-Amylase findet sich in den 
ruhenden Samen in vollig inaktiver Form.’ 

Neben der Auflésung des amylatischen Systems in Gerste 
und Malz, die wir durchgefiihrt haben, hat nun die priiparative 
Reinigung der Amylokinase selbst erlaubt, zwischen den fiir den 
Aktivator beschriebenen Wirkungen weiter zu unterscheiden und 
seine Beschreibung zu vertiefen. So hat sich ergeben, dab die 
heobachtete Wirkung auf den pankreatischen Stiirkeabbau nicht 
der Amylokinase zugehért; denn es gelingt leicht, beispielsweise 
durch Adsorption an Tonerde, auch durch Dialyse, den Aktivator 
von jeglicher Wirkung gegeniiber Pankreasamylase zu_befreien. 
Die Aktivierung der Pankreasamylase, die mit den rohen Akti- 
vatorpriparaten beobachtet wird, beruht lediglich auf ihrem Ge- 

!) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z. 203, 117 (1931). 


2) E. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. M. Reichel, Naturw. 20, 
254 (1932). 
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halt an Calciumsalz, wie es den Anschein hat, an Calciumphos- 
phat; der quantitative Vergleich mit einer Reihe von Calcium- 
salzen lift erkennen, daB als der aktivierende Bestandteil gegeniiber 
pankreatischem Enzym in den rohen Kinasepriiparaten die Cal- 
clumionen anzusehen sind. 

Kine Aktivierung tierischer Amylase durch Calciumsalz 
haben R. Willstitter und M. Rohdewald?) nur fiir eine leuko- 
cytiire Amylase, die «-Lyoamylase, beschrieben, fiir die pan- 
kreatische wie die aus Speichel dagegen, wenigstens bei p,, = 6,1 
und 6,2, nicht beobachten kénnen, auch nicht in phosphatfreier 
Lésung. Dies entspricht unseren eigenen Erfahrungen. Denn 
es ist bemerkenswert, daB Calciumionen gegeniiber Pankreas- wie 
Speichelamylase bei deren Reaktionsoptimum, p, = 6,8, oder in 
dessen Nihe gar keine aktivierende Wirkung ausiiben, da8 eine 
solche erst bei miiBig saurer (z. B. p, = 5) und bei alkalischer 
Reaktion (z. B. p, = 8,5) beobachtet wird. Es wird daher zu 
priifen sein, ob auch bei den leukocytiiren Amylasen der akti- 
vierende oder der fehlende Einfluf von Calciumion, der sie zu 
unterscheiden erlaubt, nur fiir bestimmte Reaktionsbereiche gilt. 

Fir die Amylokinase selbst ist kennzeichnend, dab ihre 
Wirkung sich auf pflanzliche Amylase beschrinkt und dab 
sie andererseits sowohl @- wie @-Amylase pflanzlicher Her- 
kunft betrifit. So findet man in den Ausziigen aus ungekeimter 
Gerste, welche die g-Amylase in inaktiver Form, die #-Amylase 
dagegen schon teilweise aktiv enthalten, die beiden Enzyme 
durch Amylokinase aktivierbar’); hier wird man priifen miissen, 
ob nicht die gemessene Aktivitit der @-Komponente schon aut 
ihrer teilweisen Aktivierung durch Amylokinase beruht. Amylo- 
kinase ist also kein spezifischer Aktivator von @- oder von 6-Amy- 
lase allein, so wie es von H, Pringsheim, H. Borchardt und 
H. Hupfer’®) fiir Glutathion als Komplement der a@-Amylase be- 
schrieben wird. Es ist daher auch zweifelhaft, ob die Mit- 
wirkung der Amylokinase beim Stiirkeabbau durch pflanzliche 
Amylase die Auflésung spezifischer glucosidischer Bindungen betrifft. 

Die Amylokinase zeigt, wie friiher beschrieben, die Eigen- 
schatten eines hochmolekularen Stoffes: sie ist nicht koch- 
bestiindig und dialysiert nicht durch tierische Membran. Uher 


1) Diese Z. 203, 189, und zwar S. 206 (1931). 

?) Nach demniichst zu veréffentlichenden Versuchen: vgl. M. Reichel, 
Inauguraldissertation, Prag 1932. 

5) Biochem. Z. 250, 109 (1932). 
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ihre chemische Natur lassen sich sichere Angaben noch nicht 
machen. Mit den durch Adsorption mittels Tonerde und durch 
Dialyse der Tonerdeelutionen gewonnenen Priiparaten von erheb- 
lich gesteigertem Reinheitsgrad (z. B. vom Amylokinasewert = 
1500) fielen die iiblichen KiweiBreaktionen negativ aus; aber sie 
enthielten noch reichlich Kohlenhydrat. 


Versuche. 


Abtrennung der aktivierenden Wirkung gegeniiber 
Pankreasamylase. Die Abtrennung der beobachteten Wirkung 
gegeniiber pankreatischer Amylase in den durch Tonerdeadsorp- 
tion von Malzausziigen (bei p,, = 5,5) bereiteten Rohlésungen der 
Amylokinase’) erreicht man unschwer durch Dialyse, rascher 
noch durch Adsorption der Amylokinase an Tonerde (C,) bei 
neutraler Reaktion und Elution des Aktivators mit Alkaliphos- 
phat oder -citrat; die Pankreasamylase aktivierende Substanz, 
Calciumsalz, verbleibt dabei in den Mutterlaugen der Adsorption. 
Wir belegen diese Trennung durch Adsorption nachstehend 
tabellarisch an einem Beispiel. 


Tabelle 1. 


Abtrennung des Pankreasaktivators durch Adsorption. 


‘ 


15 cem Amylokinase-Rohlésung, 3mal mit Tonerde der Sorte C,, und zwar 
mit 2,5, 1,5 und 1,0 cem derselben (= 47,5 bzw. 28,5 bzw. 19,0 mg AI,O,), 
bei py = 7 behandelt, die vereinigten Adsorbate nach Waschen mit 5 cem 
Wasser mittels 4,0 ccm 0,1 mol-Citratpuffer von p,,; = 9,2 eluiert; akti- 
vierende Wirkung gegeniiber Pankreas- bzw. Gerstenamylase mit aliquoten 
Anteilen der Lésungen gemessen; Ansatz fiir Gerstenamylase: 0,30 ccm 
wiBriger Gerstenauszug (1:5), enth. 0,010 Einheiten, 10,0 eem 0,1 mol-Citrat- 
puffer von py = 5,1, 140 mg Amyloamylose, Gesamtvolumen 50 cem, 20 Mi- 
nuten, 37°; Ansatz fiir Pankreasamylase: 2,0 cem verd. Glycerinauszug aus 
Pankreas (im Verhiiltnis 1:2500), enth. 0,010 Am.-E., 2,0 cem 0,2 n-NaCl, 
10,0 cem 0,1 mol-Citratpuffer von py = 5,1, 140 mg Amyloamylose, Gesamt- 
volumen 50 cem, 20 Minuten, 37°; Angaben bedeuten Aktivitiitssteigerung 
in Milligramm Maltose.]} 








Aktivierende Wirkung gegeniiber 


Gepriifte Lésung G atl i ert te 
yerstenamylase Pankreasamylase 


Ausgangslésung (2,0cem). . .. . 27,5 18,8 


Adsorptionsmutterlauge .... . 0 16,3 





Ns eB ee ae ee OG ee 15.0 0 





1) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z. 203, 117, und zwar 
S. 120 (1981). 
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Reinigung des Pankreasaktivators. Die Anreicherung 
der gegeniiber Pankreasamylase wirksamen Substanz fiihrte man 
in den amylokinasefreien Mutterlaugen der Tonerdeadsorption 
durch Ausfillen von Begleitstoffen mit Quecksilbersalz und Fiallung 
der von Quecksilber befreiten Lisung mittels 70°/,igen Alkohols 
durch. Wie Tab. 2 belegt, fanden sich hiernach nnd etwa zwei 
Drittel der wirksamen Substanz in der alkoholischen Fillune. 
Die Analyse der mit Alkohol und Ather getrockneten Substanz 
ergab neben organischen Bestandteilen einen betriichtiichen Ge- 
halt an Magnesium, Calcium und anorganischem Phosphat. 


Tabelle 2. 


Reinigung des Pankreasaktivators. 

(16 cem von der amylokinasefreien Mutterlauge der Tonerdeadsorption mit 
2,5 cem 10°/,igem Sublimat gefillt; Fiillung in der Zentrifuge abgetrennt, 
mit H,S zerlegt und in 5,0 cem H,O gelést; Mutterlauge der Sublimatfallung 
mittels H,S vom Quecksilber befreit, darauf mit Alkohol zu einer Konzen- 
tration von 70°), gefiillt, Niederschlag in 5,0 ccm H,O gelést; Bestimmung 
gegeniiber Pankreasamylase wie in Tab. 1; Ang: don bedeuten Aktivitits- 
steigerung in Milligramm Maltose mit aliquoten Teilen der Lésungen.) 














—_— ¥ - Witcang 

Gepriifte Lésung auf Pankreasamylase 
a a 20,0 
(QJuecksilberfiillung . Ed ar Gs 1,3 
Mutterlauge der Quecksilberfillung ae ee ee ee 17,5 
Alkoholische Fillung. . ae ae ae 13,1 
Mutterlauge der Alkoholfiiliung . 3,1 


Analyse des gereinigten Pankreasaktivators: 


Yaleium, mach Mec Crudden') .........4. 2... ~ «41,0, 
Magnesium, nach Mc Crudden........... . . # 5,0%, 
Gesamtphosphor (P,O,), nach Embden?’). . . . . . . . . «(24,5 %, 


Anorganischer Phosphor (P,0,), nach Embden . . . . . . . 28,8°/) 

Wie der Vergleich der aktivierenden Wirkung der ge- 
reinigten Substanz mit der¥Wirkung verschiedener Calcium- end 
Magnesiumsalze zeigt (Tab. 3), ist ihr Calciumgehalt als wirk- 
samer LBestandteil anzusehen; die Aktivierungsleistung ‘iquiva- 
lenter Mengen der verschiedenen Calciumsalze zeigt weitgehende 
Ubereinstimmung, wiihrend man Magnesiumsalz, z. B. in einer 
dem Magnesiumgehalte der Aktivatorpriiparate entsprechenden 
Menge angewandt, ohne Wirkung findet. 


') J. of biol. Chem. 7, 83 (1909/10); 10, 187 (1911/12). 
2) Diese Z. 113, 138 (1921). 





— 
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Tabelle 3. 


Calcium- bzw. Magnesiumgehalt und aktivierende Wirkung 
gegeniiber Pankreasamylase. 
(Substanz angewandt entspr. einem Gehalte von 0,1 mg Ca bzw. 0,5 mg Mg, 
Bestimmung mit Pankreasamylase ausgefiihrt, wie in Tab. 1; Angaben be 
deuten Aktivititssteigerung in Milligramm Maltose.) 








Substanz Aktivierungsleistung 
Ger. Priiparat aus Gerste. . . . ...... 15,0 
I OS kh we 14,8 
Tricalciumphosphat . .........2.. 17,3 
Calcium-glycerinophosphat .......... 16,9 
Adenosintriphosphorsaures Calcium . . ... . 12,9 
Magmemumacetat. .. .. 2. +. 56+ «© 6 © « « 0 


Die aktivierende Wirkung von Calciumsalz findet man in 
starkem Mafe abhiingig von der Reaktion. Beim Reaktions- 
optimum der Pankreasamylase, p, = 6,8, ist eine Aktivierung 
durch Calciumion gar nicht zu bemerken!), eine sehr betriicht- 
liche Aktivititssteigerung findet man dagegen im schwach alkali- 
schen und im miabig sauren Bereiche der Aktivitiits-p,-Kurve: 
sie unterbleibt, wie zu erwarten, in Gegenwart stiirkeren Phosphat- 
puffers. Dies gilt fiir pankreatische und ebenso fiir Speichel- 
amylase (Tabb. 4 und 5). 


Reinigung der Amylokinase. Fiir die Bestimmung der 
Menge des Aktivators, die zur Kontrolle seiner Reinigung dient, 
schlieBen wir an das in der zweiten Mitteilung dieser Reihe?) 
segebene, niimlich an das aut der aktivierenden Wirkung gegen- 
iiber Gerstenamylase, dem Gemisch der «@- und f-amylatischen 
Komponente beruhende yorliufige MaBb*) der Amylokinaseeinheit 
(Am. K.-(e.)] an. Diese ist definiert als diejenige Aktivatormenge, 
welche gegeniiber 0,01 Enzymeinheiten unter den nachstehend in 
Tab. 6 angefiihrten Bedingungen eine Umsatzsteigerung  ent- 
sprechend 12,3 mg Maltose in 20 Minuten bewirkt. Der Amylo- 
kinasewert [Am. K.-(w.)], das Mai der Aktivatorkonzentration, ist 
dann gegeben durch die Anzahl Amylokinaseeinheiten in 1 g 


1) Vgl. R. Willstitter u. M. Rohdewald, a. a. O. 

2) Diese Z. 203, 117, und zwar S. 128 (1931). 

8) Ein endgiiltiges MaB fiir die Menge des Aktivators, das wir an 
streben, wird auf seine Wirkung gegeniiber nur einer der beiden Enzym- 
komponenten in der Gerste, vorteilhaft der a-Amylase, zu griinden sein. 
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Priparat. Tab. 6 sowie die Figur verzeichnen die Beziehungen 
zwischen Aktivatormenge und Umsatzsteigerung. 


Tabelle 4. 


Aktivierung durch Calcium und Wasserstoffzahl. 


(140 mg Amyloamylose, 2,0 cem 0,2 n-NaCl, 5,00 cem n-Acetatpuffer bzw. 

10,00 ecm 0,1 mol-Citratpuffer bzw. 10,00 cem Phosphatpuffer verschiedener 

Konzentration; Gesamtvolumen 50 cem, 37°; ungereinigte Amylaselésungen ; 

zur Aktivierung angewandt 12,0mg CaCl,; Angaben bedeuten Milligramm 
Maltose) 





Speichelamylase 
(0,010 Am.-E.) 


Pankreasamylase 
Angewandter | Zeit 





a Puffer ee Poa pee Peer “~~ . 
: ne >| ohne | mit ‘Aktiv.- ohne | mit | Aktiv.- 
"'"\CaCl, CaCl, Steig. |CaCl, CaCl, | Steig. 
4,7 Acetat 20 | 0,010 1,7 20,6) 18,9 — | 
5] Acetat 20 | 0,010 | 12,1 32,6) 205 | — | - — 
5,1 Citrat 20 | 0,010 | 12,1 34,8, 22.2 | 6,7 | 29,2 22,5 
5,6 Citrat 20 | 0,010 29,2 51,5 22,3 | 17,2 | 49,7 32,5 
6,2 Acetat 15 | 0,010 63,5 | 66,9 | 3,4 — | — — 


6,2 | Phosphat (m/150)] 15 | 0,010 60,0 63,5 3,5 - 
6,2 | Phosphat (m/150)} 10 — _ — | 34,3 | 37,6 3,3 
6,8] Ohne Puffer 15 | 0,005 36,0 37,6 1,6 — 
6,8 Ohne Puffer 10 _— ~ — 
6,8] Phosphat (m/150)} 15 | 0,005 87,6 37,6 0 — 
6,8 | Phosphat (m/25) | 15 | 0,005 41,2 41,2 0 — 
6,8 | Phosphat (m/25) }| 10 — ~~ ~— 
7,9] Phosphat (m/75) | 20 | 0,010 66,9 77,2 10,3 -- : 
8,5 | Phosphat (m/75) | 20 | 0,010 51,5 75,5 24,0 | 24,0 | 49,8 25,8 














Tabelle 5. 

Aktivierung gereinigter Pankreasamylase durch Calcium. 
(Pankreasamylase gereinigt bis zum Verschwinden der Eiweibreaktionen 
mach E. Waldschmidt-Leitz u. M. Reichel'’)); angew. 0,010 Am.-E.., 
140 mg Amyloamylose, 2,0 cem 0,2 n-NaCl, 10,00 cem 0,1 mol-Citratpuffer 
(Py = 5,6) bzw. m/15 Phosphatpuffer (py = 8,5); Gesamtvolumen 50 cem, 37°; 
zur Aktivierung angew. 12,0mg CaCl, ; Angaben bedeuten Milligramm Maltose. | 








—————— — , 
Zeit , Aktivitits- 
. 4 y > C: Jie 4 
Pi ites ohne CaCl, | mit CaCl, steigerung ( 
a 
5,6 20 84,3 48,0 13,7 
8,5 10 24,0 41,2 17,2 | 














1) Diese Z. 204, 197 (1932). 
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Tabelle 6. 
Amylokinasemenge und Umsatzsteigerung. 


(0,010 Einheiten (Gerstenauszug 1:5), wechselnde Mengen Amylokinase- 
lésung; 140 mg Amyloamylose, 10,00 cem 0,1 mol-Citratpuffer (pq = 5,1): 


Gesamtvolumen 50 ccm; 20 Minuten, 37°.) 





Amylokinaselésung Verzuckerung Umsatzsteigerung 
. ccm mg Maltose mg Maltose 
| 

0 12,9 - 

0,75 25,3 12,4 

1,50 40,3 27,4 

3,00 61,9 49,0 

5,00 73,9 61,0 


























L J ! ! 1 — 
Ogsrsrez2adae%¢8é&FEée7F8s #$ 
Am. -K (-e) - 


Amylokinaseeinheiten und Umsatzsteigerung. 





Fiir die priiparative Reimigung der Amylokinase aus den von 
Amylase freien Rohlésungen, die noch nicht weit genug gefiihrt 
worden ist, hat sich nach der Adsorption des Aktivators an Ton- 
erde bei neutraler Reaktion, die unter anderem zur Abtrennung 
der Calciumsalze fiihrt, die Vornahme einer Dialyse der Ton- 
erdeelutionen bewihrt; der Reinheitsgrad steigt dabei z. B. auf 
den 40fachen Wert von dem der Ausgangslésung [Am. k.-w.) = 
1500 gegeniiber 36). Wir beschreiben den Gang der Reinigungs- 
vornahmen nachstehend an einem Beispiel. 


7) Waldschmidt-Leitz u. Purr, Zur Kenntnis der Amylokinase. 


Beispiel fiir die Reinigung. 750 ccm Aktivatorrohlésung mit 450 Am.-K.-(e.) 
(2,0cem: 15,7mg Maltose) und vom Am.-K.-(w) = 36,0 [75 ecm mit 45 Am.-K.-(e.): 
1,245 g Trockensubstanz) adsorbierte man bei py = 7 3mal mit je 100 cem 
Tonerde C, (= je 1,90 g Al,O,); die in der Zentrifuge abgetrennten und 
vereinigten Adsorbate wurden 2mal mit destilliertem Wasser gewaschen und 
mit 200 ccm ?/,,mol-Phosphatpuffer von p;; =8,9 eluiert. In der Adsorptions- 
mutterlauge (900 cem) fanden sich noch insgesamt 90 Am.-K.-(e.) (5,0 ecm: 
6,2 mg Maltose), d.i. 20°/,, wihrend die Elution der Tonerdeadsorbate in 
210 ccm 270 Am.-K.-(e.), d. i. 60°/, der Aktivatormenge, enthielt (1,0 ccm: 
15,9 mg Maltose). 

210 cem der Tonerdeelution wurden 36 Stunden in einer Fischblase 
gegen flieBendes destilliertes Wasser bis zum Verschwinden der Phosphor- 
siiure dialysiert; die Lésung enthielt dann in 8370 cem noch 135 Am.-K.-(e.) 
(4,0 cem: 17,8 mg Maltose), d. i. 30°/, von der Aktivatormenge in der Roh- 
l6sung. 55 cem der dialysierten Lisung [mit 20 Am.-K.-(e.)] ergaben nach 
dem Eindampfen auf dem Wasserbad 13,4 mg Trockenriickstand entsprechend 
dem Amylokinasewert Am.-K.-(w.) = 1500. 

Die durch Dialyse gereinigte und konz. Aktivatorlésung ergab negative 
Reaktion mit Ninhydrin [mit 6,0 Am.-K.-(e.) ausgefiihrt] und nur undeutliche 
Reaktion auf Phosphor [mit 5,0 Am.-K.-(e.) ausgefiihrt], wihrend die Reaktion 
auf Kohlenhydrat nach Molisch stark positiv ausfiel [ausgefiihrt mit 
2,0 Am.-K.-(e.)). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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IV. Saccharasekonzentration in Penicillium glaucum 
bei Stickstofimangel.*) 
Von 
G. v. Doby. 
Mit 6 Figuren im Text. 


(Mit Unterstiitzung des Ungarischen Naturwissenschaftlichen Landesfonds 
und der ,,Széchényi‘‘-Wissenschaftlichen Gesellschaft.) 


(Aus dem Agrikulturchemischen Universitatsinstitut Budapest, Ungarn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Oktober 1932.) 


in fritheren Arbeiten!) wurde die Abhiingigkeit der Saccharase- 
konzentration von der Art der anorganischen Erniihrung in ver- 
schiedenen Pflanzen (Zuckerriiben, Penicillium, Kartoffeln) dargetan. 
Es zeigte sich im allgemeinen, daB die Enzymkonzentration stets 
anstieg, sobald die Pflanze an der betreffenden lonennahrung Mangel 
litt, vorausgesetzt, daB die Kohlenhydraterniihrung nicht im Uber- 
schuB war. In entgegengesetztem Falle stieg die Enzymkonzen- 
tration gleichsinnig mit der Menge der lonennahrung an. Immer 
waren die Kurven der Enzymkonzentration asymptotisch zu der 
hetreffenden Ionenernihrung. 

In vorliegender Arbeit ging ich nun zu der Untersuchung 
der Abhiingigkeit der Saccharasekonzentration yon der Stickstoft- 
nahrung iiber, wobei besonders die Méglichkeit der groBen Mannig- 
faltigkeit der Stickstoffverbindungen in Betracht gezogen werden 
konnte. Uber die Stickstofferniihrung yon Schimmelpilzen sind in 
der Literatur natiirlich viele Angaben vorhanden, von denen ich 
bloB jene Coupins anfiihre*), wonach zur Ernihrung von Peni- 
cillium glaucum anorganische wie organische Stickstoffverbin- 
dungen geeignet sind. Uber den Zusammenhang der Saccharase- 
konzentration mit der Stickstofierniihrung berichteten schon Euler 
und Mitarbeiter’), und zwar konnten sie feststellen, dali der Pilz 


*) Vorgelegt der Mathem. und Naturwissenschaftl. Klasse der Ung. 
Akademie der Wissenschaften den 18. April 1932. 
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in einer Kaliumnitrat oder Ammoniumsulfat enthaltenden Nihr- 
lésung etwa fiinfmal so viel Invertase produzierte, als auf Bier- 
wiirze geziichtet. Auch bei Hefe konnte ein Ansteigen der 
Enzymkonzentration nach einer ,,Vorbehandlung“ mit Aminosduren 
oder mit Hefewasser nachgewiesen werden.*) 


Versuchsanordnung, 


Dieselbe war ganz ihnlich wie bei unseren friiheren mit Penicillium 
ausgefiihrten Versuchen. Von den auf Melasseagar geziichteten Stamm. 
kulturen wurden je 200 cem der Nihrlisung geimpft. Die Rohrzucker- 
konzentration stufte man von 4—20°/, ab, die des Stickstoffes folgend: 


0,1 N-Gabe = 0,0035°/, N 


02 ,. = 0,0070 ,, ., 
05 4 = 0,0175 , 

1 ‘ = 0,085 

2 : = 0,070 

4 ‘ = 0,140 ,,,, 
8 a = 0,280 


Diese ganze Reihe, also bis zu einer 80 fachen N-Gabe, kam aber bloB bei 
(H,N),SO, zur Ausfiihrung, bei den anderen Stickstoffverbindungen nur ein 
Teil davon, meistens bis zu einem Intervall von 1—20 bzw. 5—20. Als 
Verbindungen kamen zur Anwendung: (H,N),SO,, H,N-NO,, NaNO,, NaNO,, 
Alanin, Asparagin, Harnstoff, Pepton. Ohne Stickstoff entwickelte sich der 
Pilz ebensowenig wie ohne Phosphat (Doby und Fehér).') 

Die Kulturen wurden nach 31/, Tagen geerntet. Man bestimmte das 
Gesamtgewicht, die Trockensubstanz, den Stickstoff nach Kjeldahl und 
die Saccharasekonzentration, letztere so wie bisher; also die Hydrolyse- 
fliissigkeit bestand aus: 

Pilzsuspension (fiinffach das Frischgewicht) 10 cem 


8°/,ige Rohrzuckerlésung . . . . . . . 25 
a a 
Toluol. . . . ‘ » « 


Temperatur der Hydrolyse bei 38 + 0,1°% 

Die Reaktionskonstante in der 240sten Minute wurde in der gekliirten 
Fliissigkeit mittels Polarisation bestimmt. Alle sonstigen Einzelheiten wie 
in den friiheren Arbeiten. 

Die Wasserstoffzahl bestimmte man mit der Chinhydronelektrode. 

Zu der Bestimmung des Temperaturoptimums wurde die Hydrolyse 
60 Minuten lang bei dem betreffenden Wiirmegrad in einem Wasserbad 
von 15 Liter Inhalt ausgefiihrt. Fiir die Hitzeinaktivierungsversuche verfuhr 
man nach Euler’), indem die Pilzsuspension 60 Minuten lang bei der be- 
treffenden Temperatur gehalten, dann rasch abgekiihlt und dann die Hydro- 
lysefliissigkeit angesetzt wurde. 


Die Menge der Trockensubstanz und der Stickstoffgehalt. Obzwar 
es nicht der Zweck dieser Arbeit war, die Abhingigkeit der Menge 
der Erntetrockensubstanz von der Ernihrung zu_untersuchen. 
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hatte ich doch Gelegenheit hieriiber einige Beobachtungen zu 
machen. Die Ausbeute der Kulturen schwankte in den verschie- 
denen Versuchsreihen oft betriichtlich, so, daB also nur solche 
Kulturen vergleichbar waren, welche in gleicher oder doch mig- 
lichst nahegelegener Zeit zur Entwicklung gelangten, trotzdem auf 
die Gleichférmigkeit der &iuBeren Bedingungen (Stamm, Nihr- 
lésungen, T’emperatur usw.) das grébte Gewicht gelegt wurde.®) 
Um der dadurch etwa méglichen Unsicherheit zu steuern, wieder- 
holte man die Versuchsreihen mehrere Male; die gesetzmiibige 
Gleichheit der Ergebnisse betrefis der Enzymsekretion war aber 
stets klar zu beobachten. Im ganzen wurden — ohne den vor- 
liiufigen Versuchen und jenen mit Biden — nahezu 180 Versuchs- 
reihen verarbeitet, von deren Ergebnissen hier bloB Beispiele an- 
cefiihrt werden kénnen. 

Fiir die Mengen der Trockensubstanz bzw. des Stickstoti- 
vehaltes im Verhiiltnis zur Stickstoffnahrung ist ein Beispiel einer 
Versuchsreihe mit (H,N),SO, in Fig. 1 dargestellt: 
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Fig. 1. Trockensubstanz und Stickstoffgehalt von (H,N),SO,-Kulturen 
mit 5°/, bzw. 20°/, Zuckerernéhrung. 


Ks zeigt sich, daB die Trockensubstanz bei 5°/, Rohrzucker- 
ernihrung bis zur 80fachen Stickstofigabe proportional, bei 20°/, 
Zuckerernihrung dagegen einer asymptotischen Kurve folgend 
ansteigt. In einigen Fiillen kam ein Riickgang der Trocken- 
substanzmengen bei héheren Stickstoffgaben vor, was wohl die 
Folge einer stiirkeren Siureanhiiufung in der Nibrfliissigkeit 
infolge der Lebenstiitigkeit des Pilzes oder auch plasmolytischen 
Vorgiingen zuzuschreiben ist, wie es auch schon friihere Forscher 
beobachteten.”) 

Die verschiedenen Stickstoffverbindungen, mit Ausnahme des 
NaNO,, zeigten sich bei den mittleren Stickstoffgaben annihernd 
vleichmiBig geeignet fiir die Ernihrung des Pilzes. Dennoch sind 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII. 6 











74 G. v. Doby, 


die anorganischen Verbindungen im Hungerzustande ausgesprochen 
iiberlegen, da der Pilz auf Nihrlésungen mit weniger als eine 
0,5 Stickstofigabe an organischem Stickstoff so zeitig Sporen 
entwickelte, daB diese Kulturen iiberhaupt nicht zu verarbeiten 
waren, wogegen er noch bei 0,1 anorganischen Stickstofigaben 
sporenlose und zur Verarbeitung geecignete Kulturen lieferte. 
Auf natriumnitrithaltigen Nihrlésungen kam der Pilz iiberhaupt 
nicht zur Entwicklung, was z. B. mit den Angaben Pirschles 
itber Hefe im Einklang steht.5) — Zink- und kupferhaltige Nihr- 
lésungen erwiesen sich fiir die Entwicklung etwas geeigneter, als 
ohne diese Salze.*) 

Der Stickstoffgehalt der Kulturen erwies sich auch als eine 
Funktion der Stickstoffernihrung, und zwar ebenfalls im Verhiiltnis 
einer asymptotischen Kurve, wie aus dem Beispiel der Fig. 1 
ersichtlich. Aber bei sehr hohen Stickstoffgaben kam auch hier 
ein Riickgang vor. — Durch die Erhéhung der Zuckerkonzen- 
tration konnten weder in der Trockensubstanz noch im Stickstofti- 
gehalt bezeichnende, wesentliche Unterschiede erzielt werden, 
héchstens bei den niedrigen Stickstoffgaben vergréBerten sich dic 
Ertriige mit steigenden Zuckergaben. Der Pilz konnte also dic 
hiheren Stickstoffkonzentrationen bei einem UberschuB von orga- 
nischer Nahrung schon nicht mehr ausniitzen. 

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Invertase zeigte 
sich auch in diesen Versuchen bei 4,5 ganz unabhingig von der Art 
der Erniihrung, einerlei in welcher Verbindung und in welcher Kon- 
zentration die Stickstofinahrung gereicht wurde, wie sich in einigen 
Beispielen aus Fig. 2 ergibt: 
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Fig. 2. p,-Optima der Saccharase von (H,N),SO,- und Asparaginkulturen, 
5°/, Zuckerernahrung, 0,1—8 Stickstoffgaben. 
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Auch das Vorhandensein von Zink- oder Kupfersalzen in der 
Nihrlésung oder bei der Hydrolyse iinderte nichts am p,,-Optimum. 


Aber bei all diesen p,-Aktivitiitskurven — mit wenigen Aus- 
nahmen — fillt es auf, daB dieselben, besonders im sauren Be- 


reiche, viel weniger steil ansteigen, als bei unseren vorigen Ver- 
suchen. Zur Darstellung dieser Tatsache ist die Aktivitiits- 
kurve, welche wir bei unseren Versuchen iiber Kalimangel vor 
einigen Jahren ausfiihrten (Doby und Kertész)'), gestrichelt in 
Fig. 2 dargestellt. Es zeigt dies, dab die Dissoziation des Siiure- 
salzes des Enzyms?°) bei den in diesen Versuchen benutzten 
Kulturen verschieden war, was auf eine Verschiedenheit der 
basischen Gruppe, oder der Begleitstoffe, oder aber der im Stoff- 
wechsel entstandenen Siuren zuriickzufiihren ist. 

Das Temperaturoptimum der Penicilliumsaccharase wurde iiber- 
haupt noch nicht bestimmt, denn offensichtlich wechselt dasselbe 
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Fig. 3. Temperaturoptima der Saccharase. (Ernéhrung mit (H,N),SO, und 5°/, Rohrzucker.) 


leicht gemiB den iuBeren Verhiltnissen. In unserem Falle war 
es aber eben interessant zu untersuchen, ob dasselbe nicht infolge 
der verschiedenen Stickstoffkonzentrationen schwankte. Aus Fig. 3 
ist ersichtlich, daf das Optimum bei einer Wirkungsdauer von 
60 Minuten bei 50° hegt, also viel héher, als das ‘lemperatur- 
optimum der meisten anderen Invertasen. Die Konzentration des 
Nahrungsstickstoffes fiaderte daran bei Wiederholungen héchstens 
insofern, als daB sich die optimale Zone bei héheren Stickstoff- 
konzentrationen bis etwa 55° verbreiterte. 

Nachdem wir in friiheren Versuchen!!) zu dem Ergebnis 
gelangten, daf die Amylase der Zuckerriibenblitter in natiir- 
lichem, frischem Zustande eine etwa doppelt so hohe Wirme- 
tonungskonstante (7000) aufwies, als ein daraus erhaltenes Dauer- 
6* 
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praparat (3900), so versuchte ich nun zu berechnen, ob verschiedene 
Portionen des Nahrungsstickstoffes in dieser Konstante keine Ab- 


weichungen zustande bringen. 


Reaktionskonstanten [(H,N),SO,, 5°/, Zucker): 


Die Werte waren folgende: 
































, Reakt.- | 0 0 2) 0 2n 0 0 0 +1, 0 ” 
-(5 > 9 ( 0 
N-Gabe i eahaaniil 0 10 0 30 40 50 60 70 
05 | &-10* | 47 | 69 | 10,6] 14,3] 21,4 | 35,6] 9,5] 10,0 
--108 | 29 | 41 | 9,1] 12,5] 20,6] 35,0] 39,2] - 
2 :-10¢ | 121 28 | 76] 11,2] 17,5] 30,5] 24,5 


Hieraus berechnen sich die Temperaturkonstanten”*): 























N-Gabe | Temperatur-} 9 190 | 10209 | 20—30° | 30—40° | 40—50° 
intervalle 

0,5 5900 7200 | 5300 7700 10,200 

1 A (2200) | 13200 | 5500 9500 10,700 

2 13100 | 16500 6800 | (8400) | 11,200 


Man sieht, dab die Konstante A mit der Erhéhung der Stickstofi- 
nahrung ein Ansteigen aufweist. 


Inaktivierungstemperatur und -konstanten. Ks war nach unseren 
friiheren Versuchen mit der Amylase der Zuckerriibenblitter fiir 
moéglich zu halten, da die Inaktivierungstemperatur, definiert 
nach Kuler’), sich bei verschiedener Erniihrung iindere. Daher 
versuchten wir in einigen Vorversuchen diesbeziigliche Bestim- 
mungen mit der Saccharase von mit (H,N),SO, ernihrtem Peni- 
cillium anzustellen. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 
angegeben. 

Die Inaktivierungstemperatur, nach Euler, aus den Kurven 
von k bestimmt, erwies sich demnach bei beiden Ernihrungs- 
weisen gleicher Art fiir 47,5° Dagegen war die Temperatur- 
konstante A durch die 0,5 Stickstoffgaben héher, als jene durch 
2 Stickstoffgaben. 


*) Die Formel fiir die Berechnung von A ist folgende: 
» -p ,; 
log t: -7,- 7,2 
“t 


= “94843 (Th —T) 


worin /, und /, die Reaktionskonstanten bei den absoluten Tempegaturen T, 
und 7, sind [Euler u. Laurin, Diese Z. 108, 64 (1919). 
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‘ Hitzeinaktivierung und Inaktivierungskonstante: 
)- ——__— a a 
Temperat. — « | Temp.-Inter- 
N-Gabe in Grad K-10 k.+ 10 vall in Grad A 
————————— ——_A__ SSD — ——————s — — — = 
- 0, 87 25,8 _ 
| 40 23,5" 6,8 — 
: 50 11,5* 58,5 40—50 43,500 
55 5,5 111,9 50—55 27,500 
( 60 3,0 155,7 55—60 14,400 
a 65 i 1,1 228,4 60—65 17,2000 
2 37 12,0 —_ 7 
40 10,5* 9,5 - _ 
50 5,0* 63,5 40—-50 38,400 
55 2.6 110,9 50—55 23,600 
~ 60 2,0 129,9 55—60 6,900 
' 65 0 ~ - 
* Interpoliert. ** Korrigiert. 


! Abhangigkeit der Saccharasekonzentration von der Stickstoff- 
| ernahrung. In unseren friiheren Versuchen fanden wir den ein- 

gangs erwihnten Zusammenhang zwischen Ionenerniihrung und 
t- Saccharasekonzentration. Unsere jetzigen Ergebnisse zeigten, 
daB die Enzymkonzentration auch von der Stickstoffernihrung 
ganz iihnlich abhiingig ist, und zwar besteht die Ubereinstimmung 
besonders bei ungeniigender Zuckererniihrung vollstiindig, wie 
aus Fig. 4 an einigen Beispielen bei 5°/, iger Zuckerernihrung 
ersichtlich: 


If 103 
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Fig. 4. Abhangigkeit der Saccharasekonzentration von der Stickstoffernahrung. 
(5°/, Zuckerernéhrung.) 
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Es ist also die hohe Enzymkonzentration hier ein 
Merkmal des Stickstoffmangels. Aus den Abstufungen (je 
nach der Stickstoffverbindung) dieser RegelmiBigkeit vermag man 
nun einen RiickschluB auf die Geeignetheit der betreftenden Stick- 
stofiverbindungen zur Ernihrung zu ziehen. Z. B. zeigt sich, dab 
die organischen Stickstofiverbindungen etwas weniger geeignet sind, 
da die zugehérigen If-Werte bei z.B. 0,5 Stickstofigaben typisch 
folgende waren: 


(H,N),SO, H,N-NO, NaNO, Alanin Asparagin Harnstoff 


31 33 31 72 59 50 

Am wenigsten geeignet fiir die Stickstoffernihrung ist also 
das Alanin, was auch noch aus spiiter zu erwihnenden Beob- 
achtungen hervorgeht. 

Das Ansteigen der Saccharasekonzentration bei Stickstoft- 
mangel steht in einem gewissen Verhiltnis zu dem Stickstoff- 
gehalt. Dividiert man nun den Stickstoffgehalt durch den dazu- 
gehérigen If-Wert — wodurch man also ein Bild des auf den je 
Invertaseeinheit entfallenden Stickstoffgehalt erhilt —, so ver- 
halten sich diese Verhiltniszahlen bei niederen Stickstoffgaben 
parallel zu diesen, bei héheren bleiben sie zuriick, z. B.: 

N-Gabe [(H,N),SO,] . . . . 0,1 0,5 1 2 4 8 

apenas Br tt 6 16* 24 30 36 44 

yo ge ee 31 25 18 16 16 
i) /___ rs we ee oe ee 
* Mit Interpolation korrigiert. 





So kann man diese Verhiltniszahlen als Anzeiger des Stick- 
stofigehaltes des Nihrmediums betrachten. 

Waren diese Regelmibigkeiten in der Enzymkonzentration 
bei den mit 5°/, Rohrzucker erniihrten Kulturen ganz klar zu 
erkennen, so konnte dagegen kaum irgendeine Funktion aus den 
Knzymwerten der mit 20°/, Zucker ernihrten Kulturen heraus- 
gelesen werden, wie z. B. aus den Werten einer (H,N),SO,-Reihe 
hervorgeht: 

N-Gabe ..... O1 0,5 1 2 4. 8 

oars & & & & 4 41 49 32 29 23 23 


In unseren friiheren Mangelversuchen mit anderen Jonen war 
in Kulturen von 20°/,igen Zuckerliésungen eine Parallele zwischen 
dem Knzymgehalt und der Nahrungsionenkonzentration zu beob- 
achten. Darum bildeten dann die Jf-Werte der Kulturen aut 
5-, bzw. 20°/ igen Zuckerlésungen sich entgegengesetzt kreuzende 
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Kurven. Solche Kurven, wenn auch nicht so augenfillig wie bei 
den friiheren Versuchen mit anderen Nahrungsionen, konnte ich nun 
auch bei diesen Versuchen mit Stickstoff konstruieren, wie in Fig. 5. 

Diese einander in entgegengesetzter Richtung kreuzenden 
Kurven kamen bei jeder Stickstoffart mehr oder weniger zum 
Vorschein und konnten einen weiteren Beitrag zur Beurteilung 
der Geeignetheit der betreffenden Stickstoftverbindungen als Niihr- 
stoff liefern. Vergleicht man niimlich, wie in Fig. 6, die so kon- 
struierten Kurven des Alanins und Asparagins, so steigen die 











b | 10 12 


yeRohrzucker % Rohrzucker 

Fig. 5. Abhangigkeit der Saccharasekonzen- Fig. 6. Abhangigkeit der Saccharasekonzen- 
tration von der N-Ernahrung. (Ernahrung: tration von der N-Ernaéhrung. (Ernaéhrung: 
(H,N),8SO,, 5°/, bzw. 12 und 20°/, Zucker.) Alanin bzw. Asparagin und 5°/, bzw. 20°/, 

Rohrzucker.) 

Kurven der 2- und 1-Stickstoffgaben beider Verbindungen und 
auch die der 0,5-Asparagingabe gegen die 20°/,ige Zuckergabe 
an, wiihrend die Kurve der 0,5-Alaningabe schon abfillt. Dies 
ist aber ein Zeichen des Mangels, wie z. B. aus der abfallenden 
Kurve der 0,1-Stickstoffkonzentration [(H,N),SO,] in Fig. 5  er- 
sichtlich ist. Uberhaupt zeigen alle Kurven der 0,5-Gaben, im 
Kinklang mit den schon friiher erwiihnten Beobachtungen, dab 
die anorganischen Stickstofiverbindungen geeignetere Nihrstoffe 
sind, als die organischen. 

Besonders augenfillig wird aber ein stirkerer Stickstoff- 
mangel durch den Quotienten angezeigt, der entsteht, wenn man 
die Saccharasekonzentration von 5°/,igen Zuckerkulturen mit 
jener der 20°/, igen dividiert, wie in folgender Tabelle. 


Ifo), | £foor,, 














N-Gabe |(H,N),SO,]H,N-NO,; NaNO, | Alanin | Asparagin | Harnstoff 
0,1 1,3 1,4 1,7 _ - _ 
0,5 0,6 0,6 0,6 1,2 0,9 1,0 
1 0,8 0,6 0,5 0,7 0,7 0,6 
2 0,6 0,6 0,6 0,7 0,6 0,6 
4 0,7 wt snd i — on 
8 0,7 -- — — oo 
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Sobald dieser Quotient nahe zu 1 gelangt oder 1 ibersteigt, 
ist Stickstoffmangel vorhanden. Auch hier zeigen sich die an- 
organischen den organischen Stickstoffverbindungen iiberlegen und 
daher erscheint Alanin am wenigsten geeignet. 

Das Vorhandensein von ZnSO, oder CuSO, in der Nihr- 
lésung oder bei der Hydrolyse hatte keinen nennenswerten HKinflub 
auf die Enzymkonzentration. 

Leider war es in diesen Versuchen mit Stickstoff nicht még- 
lich, mit dem Berechnen von E(= Jf >< totale Trockensubstanz) !*) 
einen die Erniihrungsart charakterisierenden Zahlenwert zu er- 
halten, denn diese H-Werte schwankten ganz willkiirlich. 

Meine hier vorliegenden Stickstoffversuche scheinen nun mit 
den eingangs erwiihnten Versuchen der Eulerschen Schule in 
einigem Widerspruch zu stehen, da diese ein Ansteigen der 
Saccharasekonzentration durch eine reichliche Stickstoffernihrung 
anzeigten. Aber die Mikropflanzen Eulers erhielten eine ge- 
niigende oder reichliche Kohlenstoffernihrung, wobei in meinen 
Versuchen iibrigens auch 6fter ein Ansteigen der Enzymkonzen- 
tration zu beobachten war. Dann aber erscheinen auch andere 
Versuchsbedingungen Eulers verschieden, z. B. wendete er seine 
» Vorbehandlung* an, wihrend meine Pilze schon von Anfang an 
eine gleichbleibende Ernihrungsart erhielten. Ein Vergleich der 
zwelerlei Ergebnisse ist also nicht miglich. Jedenfalls beweisen 
diese Ergebnisse verschiedener Natur, dafi die Verhiiltnisse der 
Enzymsekretion sehr verwickelt und vorliufig noch nicht iiber- 
sehbar sind, denn einmal wird dieselbe reichlich bei reichlicher 
Ernihrung, also bei einer ,allgemeinen Erhéhung der vitalen 
Prozesse“.'*) Kin andermal verursacht dagegen eben ein Nihrstoff- 
mangel ganz konsequent eine erhéhte Enzymkonzentration, wie 
es auch schon Willstiitter und Mitarbeiter bei der Autolyse 
fanden,"*) 

Besonders hervorheben méchte ich, dab dieses KEnzymmerkmal 
schon im Jugendzustand bemerkbar wird, viel friiher, als die 
Folgen der Erniihrungsart in den Ertriigen zuverlissig zu er- 
kennen wiiren. 


Versuche mit Boden. 

Da die vorliegenden Versuche bei 5°/, iger Rohrzucker- 
ernihrung diese Abhingigkeit der Saccharasekonzentration zeigten, 
ergab sich die Voraussetzung, dab es auf diese Weise erméglicht 
werden kénnte, den durch Kulturpflanzen ausnutzbaren Stickstoff- 
vorrat der Biden im Laboratorium rasch bestimmen zu kénnen. 
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Daher versuchte ich Penicillium auf Bodenproben zu ziichten, 
um dann aus seiner Saccharasekonzentration einen RiickschluB 
auf die Menge der pflanzenléslichen Stickstoffverbindungen ziehen 
zu kénnen. Aber der Pilz entwickelte sich auf den Boden ent- 
weder gar nicht, oder bloB sehr langsam und mangelhaft. Es 
wurden die verschiedensten Versuche angestellt mit voller Niihr- 
lésung, dann auch in Gegenwart von etwas Milchsiiure, oder 
Zink- oder Kupfersalzen, aber die Erfolge waren nicht giinstiger, 
so daB ich mich einer anderen Methode zuwenden mubte, wo- 
riiber demniichst berichtet werden soll. 

Bei diesen Versuchen erfreute ich mich der geschickten und zu- 
verliissigen Mitarbeit des Fr]. Dr. J. Makfalvi, wofiir ich ihr besten 
Dank schulde. 

Zusammenfassung. 

In Fortsetzung der friiher mit verschiedenen Nahrungsionen 
ausgefiihrten Mangelversuche wurde die Abhingigkeit der Sac- 
charasekonzentration von der Art und Konzentration der in der 
Nihrlésung verabreichten Stickstoffverbindung, sowie des Rohr- 
zuckers untersucht. Zur Anwendung kamen (H,N),SO,, H,N-NO,, 
NaNO,, NaNO,, Alanin, Asparagin, Harnstoff und Pepton, in 
7 Abstufungen von 0,0035 bis 0,28°/, Stickstoff (geometrische 
Reihe) und 2—4 Abstufungen von Rohrzucker (4—20°/,), 

1. Die Trockensubstanzen sowie die Stickstoffgehalte waren 
meistens nur in derselben Versuchsreihe untereinander zu ver- 
gleichen und folgten der Stickstoffkonzentration im Verhiiltnis 
von asymptotischen Kurven, aber bei héheren Konzentrationen 
zuweilen auch mit einem Riickgang. Natriumnitrit war als Nihr- 
stoff ganz ungeeignet, Zink- oder Kupfersulfat forderten in kleinen 
Konzentrationen. 

2. Die optimale Wasserstoftzahl war unter den verschieden- 
sten Verhiltnissen, so wie bisher, unveriindert p,, 4,5. Aber der 
Kurvenast im sauren Medium war mehrmals viel flacher als in 
friiheren Versuchen. 

3. Das Temperaturoptimum war bei weiten Intervallen der 
Stickstoffkonzentration stets 50°, Mit der Erhéhung dieser Konzen- 
tration erhdhte sich allmihlich auch die Arrheniussche ‘Tem- 
peraturkonstante A. 

4, Die Inaktivierungstemperatur nach Euler lag bei 47,5°% 
ungeachtet einer Konzentrationsiinderung des Nahrungsstickstoffes. 
Dagegen war die Temperaturkonstante 4 der Inaktivierung bei 
Stickstoffmangel héher. 
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5. Die Saccharasekonzentration der 5°/, igen Rohrzucker- 
kulturen war eine umgekehrte Funktion der Stickstotfkonzentration, 
bei organischen Stickstoffverbindungen hoéher. Die Funktion 
folgte einer asymptotischen Kurve. Die Enzymkonzentration der 
hohen Zuckerkulturen (20°/,) war weniger abhiingig von den 
Stickstoffgaben. Die in friiheren Versuchen mit anderen Nahrungs- 
ionen konstrulerbaren, einander entgegengesetzt kreuzenden Kurven 
der Enzymkonzentrationen waren auch hier autzufinden. 

6. Aus diesen Zahlenwerten konnte man einen, den Stick- 
stoffmangel anzeigenden Quotienten berechnen. 


7. Es ist — infolge mangelhafter Entwicklung des Pilzes 
auf Bodenproben — nicht gelungen, diese Ergebnisse zur Be- 


stimmung des pflanzenléslichen Bodenstickstoftes zu verwerten. 
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Krystallisierte /,/-Trehalose (Isotrehalose). 
Von 


Hans Heinrich Schlubach und Wolfgang Schetelig. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Oktober 1932.) 


EK. Fischer und K. Delbrick') haben bei Umsetzung der 
a-Aceto-brom-glucose mit Silbercarbonat und wenig Wasser in 
iitherischer Lésung als Hauptprodukt die p-Tetra-acetyl-glucose 
erhalten. Daneben bildete sich aber bei dieser Reaktion in einer 
Menge von etwa 1°/, der angewandten Halogenose die Octa-acetyl- 
verbindung eines nicht reduzierenden Disaccharids, das als das 
?,8-Isomere der natiirlichen Trehalose angesprochen und deshalb 
lsotrehalose genannt wurde. 

Das Disaccharid bildet sich hierbei aller Wahrscheinlichkeit 
nach in der Weise, daB unveriinderte Halogenose auf die bereits 
gebildete Tetra-acetyl-verbindung einwirkt. Auch durch Behand- 
lung der f-Tetra-acetyl-glucose mit Phosphorpentoxyd in Chloro- 
formlésung wurde die gleiche Octaacetyl-Isotrehalose in einer 
Ausbeute von etwa 2°/, erhalten. 

Diese beiden Méglichkeiten der Vereinigung zweier Hexosen 
an ihren reduzierenden Gruppen zu Disacchariden vom 'Trehalose- 
typ sind von A. Pictet und H. Vogel?) sowie von J. C. Irvine 
und Mitarbeitern*) bei ihren Versuchen zur Synthese des Rohr- 
zuckers benutzt worden. Wenn’ die Bemiihungen in dieser Rich- 
tung bisher noch nicht mit Sicherheit*) zum Ziele gefiihrt haben, 
mu dies einmal dem Umstard zugeschrieben werden, dab die 
zur Synthese angesetzten Materialien auf der Fructoseseite nicht 
einheitlich waren und auf der Glucoseseite nicht in der richtigen 
stereochemischen Form vorlagen, dab weiter aber die Methoden 


1) Ber. chem. Ges. 42, 2776 (1909). 
*) Helvet. chim. Acta. 11, 436 (1928); Ber. chem. Ges. 62, 1418 (1929). 
3) Journ. Amer. chem. Soc. 51, 1279, 3609 (1929). 

4) G. Zémplén u. A. Gerecs, Ber. chem. Ges. 62, 984 (1929). 
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der Kondensation nicht ausreichten, um eine einheitliche und 
ausreichende Verkniipfung der beiden Hexosen herbeizufiihren. 

Um wenigstens diesen Nachteil zu beheben, haben wir uns 
bemiiht, die Methode der Kondensation zweier Hexosen an ihren 
reduzierenden Gruppen zu verbessern. Ihrer leichten Zuginglich- 
keit halber wihlten wir zunichst die gleichen Komponenten, wie 
sie von EK, Fischer und k. Delbriick benutzt waren, die a-Aceto- 
brom-glucose und die f-Tetra-acetyl-glucose. Es gelang uns, die 
Bedingungen der Synthese und die Herausarbeitung des Di- 
saccharids so weit zu verbessern, da ein durchschnittlicher Kon- 
densationsgrad von 50°/, erreicht wurde. Mit Hilfe des infolge- 
dessen in reichlicher Menge zur Verfiigung stehenden Materials 
konnten wir erstmalig die ,8-Trehalose in reiner, krystallisierter 
Form gewinnen. 

Als wesentlichste Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Kon- 
densation haben wir, wie dies Ahnlich von B. Helferich bei seinen 
Synthesen in der Zuckerreihe beobachtet wurde, die extreme 
Trocknung aller Reaktionsteilnehmer erkannt. Kine ge- 
ringfiigige Vernachliissigung dieses Umstandes beeintriichtigte die 
Ausbeute an Disaccharid weitgehend. Im Zusammenhang hier- 
mit erwies es sich als giinstig, das bei der Reaktion sich bildende 
Wasser zu binden. Wir folgten dem Vorschlage von B. Helferich, 
EK. Bohn und §S. Winkler!), indem wir Chlorcalcium in fein- 
gepulverter Form zusetzten. Der von diesen Forschern emp- 
fohlene Zusatz von Jod zur Erhéhung der Reaktionsgeschwindig- 
keit erwies sich in unserem Falle als unwesentlich. Nach den 
eingehenden Versuchen von G. Zémplén und Mitarbeitern?) 
kann das Molverhiltnis von Halogenose zu hydroxylhaltiger Kom- 
ponente sowohl fiir den Kondensationsgrad iiberhaupt als auch 
fiir die Art der stereochemischen Verkniipfung von ausschlag- 
gebender Bedeutung sein. Wir haben deshalb das Verhiiltnis von 
Halogenose zu Tetra-acetyl-glucose systematisch variiert und ge- 
funden, daB bei einem Mol-Verhiiltnis von 1:1,3 die giinstigsten 
Ergebnisse zu erzielen waren. 

Die Verseifung der Octa-acetyl-?,¢-trehalose leB sich am 
besten nach der Methode von G. Zémplén durchfihren, jedoch 
muBten etwas energischere Bedingungen gewihlt werden, als die 
Originalvorschrift*) sie vorsieht. Es gelang, das freie Disaccharid 


1) Ber. chem. Ges. 63, 989 (1930). 
*) Ber. chem. Ges. 64, 744 (1931). 
5) Ber. chem. Ges. 62, 1613 (1929). 
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in schénen Krystallen zu erhalten. Als Konstanten der wasser- 
freien ,8-Trehalose wurden die folgenden Werte erhalten: 
Schmelzp. 1830—135°; [e@]\) = — 41,5°. 


Beschreibung der Versuche. 

Synthese der Octa-acetyl-¢,5-trehalose. Zur Sicherung eines aus- 
reichenden Trocknungsgrades wurden die Reaktionsteilnehmer wie folgt 
behandelt: 

Die a-Aceto-brom-glucose und die §-Tetra-acetyl-glucose 
wurden feingepulvert, mindestens 8 Stunden im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet, ebenso das nach der Vorschrift von Bb. Helferich 
und Mitarbeitern hergestellte Silbercarbonat. Letzteres wurde nach dem 
ersten Trocknen durch ein Haarsieb getrieben und dann wiederum 8 Stunden 
am Hochvakuum getrocknet. Das Chloroform wurde, sorgfiiltig vor Licht 
geschiitzt, iiber Caleciumchlorid aufbewahrt. Unmittelbar vor jedem Versuch 
wurde die erforderliche Menge abfiltriert, mit Phosphorpentoxyd durch- 
geschiittelt und von diesem direkt in die zur Umsetzung bestimmte Flasche 
hineindestilliert. Jod wurde anfiinglich in dem von B. Helfe rich empfohlenen 
Mengenverhiiltnis zugegeben, es zeigte sich aber, dab weder eine Verdoppelung 
noch ein vollstiindiger Fortfall dieser Komponente den Gang der Reaktion 
wesentlich beeinfluBte. 

Es wurde auch versucht, die Reaktion anstatt bei Zimmertemperatur 
beim Siedepunkt des Chloroforms durchzufiihren. Sie ging unter dieser 
Bedingung zwar mit guter Ausbeute bereits in einer Stunde zu Ende, es 
war aber schwierig, bei gréBeren Ansiitzen Uberhitzungen und daraus fol- 
gende Zersetzungen zu vermeiden. 


Auf Grund dieser Vorarbeiten wurde zuletzt nach folgender 
Vorschrift gearbeitet: 

12g a-Aceto-brom-glucose, 13,26 ¢ §-Tetra-acetyl-glucose, 
32 ¢ Silbercarbonat und 12 g feingepuly ertes Chlorcalcium wurden 
in die als SchiittelgefaB die nende Flasche von braunem Glase 
vegeben und wihrend 8 Stunden am Hochvakuum getrocknet. Auf 
dieses Gemisch wurden 150 ccm Chloroform destilliert und 6 g 
Jod zugegeben. Das Schiitteln wurde, anfiinglich unter hiiufigem 
Liiften des Stopfens, wihrend 15—20 Stunden durchgefiihrt. Nach 
dem Filtrieren und Verdampfen des Chloroforms wurde ein halogen- 
freier Sirup erhalten, der im Mittel einen Reduktionswert nach 
Bertrand von 65°/,, bezogen auf Tetra-acetyl-glucose, zeigte. 
Unter Beriicksichtigung des anfiinglichen Uberschusses an letzterer 
herechnet sich ein Rondensationsgrad von 50°/., bezogen auf die 
Aceto-brom-glucose. 

Zur Entfernung der Hauptmenge der Tetra-acetyl-glucose 
wurden etwa je 20 ¢ Rohsirup in 150 ccm Benzol gelést und drei- 
mal je 2 Stunden anit je 1 Liter Wasser ausgeschiittelt. Der nach 
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dem Verdampfen des Benzols erhaltene, bereits krystalline Riick- 
stand zeigte einen Reduktionswert von 25—30°/,. In die kalt- 
cesiittigte iithanolische Lésung dieses Produktes (etwa 10 g in 
200 com 96°/,igem Athanol) wurde tropfenweise unter Umriihren 
soviel Wasser zugegeben, daB eine Konzentration von 40°/, er- 
reicht wurde. Nach 6—8 Stunden hatte die Lésung die Haupt- 
menge der nun nicht mehr reduzierenden Octaacetylverbindung in 
weiben Flocken ausgeschieden. Durch Umkrystallisation aus ver- 
diinntem Alkohol oder aus Essigester lie sie sich in schénen 
Nadeln erhalten. 

Schmelzp. 181° (korr.); [a]2° = — 18,6° (Chloroform, ¢ = 1,0). 

6,3-Trehalose. E. Fischer und K. Delbriick fiihrten die Verseifung 
der Octaacetylverbindung mit Baryt durch, erhielten jedoch kein véllig asche- 
freies Produkt. Wir wandten deshalb die schéne Methode von G. Zémpleén 
an, fanden jedoch, daB beim Arbeiten unter den Bedingungen der Original- 
vorschrift nur ein ganz geringer Teil verseift wurde. Als wir aber die 
Natriummethylatmenge vergréBerten und die Einwirkungszeit verliingerten, 
erreichten wir eine quantitative Verseifung. 

3 ¢ trockne Octacetylverbindung wurden in 50 ccm trocknem 
Methanol gelést, 1,5 ccm n/10-Natriummethylatlésung zugegeben 
und 10 Minuten in kriiftigem Sieden gehalten. Nach dem Ver- 
dampfen des Lésungsmittels war der Riickstand in kaltem Wasser 
spielend léslich. Durch langsames Eindunsten der kaltgesiittigten 
Lisung in 96°/,igem Athanol wurde das Disaccharid in schénen 
Krystalldrusen erhalten. Sie enthielten etwa 4 Mol Krystallwasser, 
das bei sukzessivem Erhitzen bis 110° im Vakuum abgegeben 
wurde. Die Konstanten der wasserfreien Verbindung waren: 


Schmelzp. 180—135°; [a]\) =— 41,5° (Wasser, c = 1,179). 














Uber die Halogenosen der ({-Reihe 
und ihre Verwendung zur Synthese. 


VII. Mittlg.'): Krystallisierte #@-Aceto-brom-h-galaktose. 
Von 


Hans Heinrich Schlubach und Ernst Wagenitz. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Oktober 1932.) 


Bereits von C.S. Hudson und J. M. Johnson?) ist der Ver- 
such unternommen worden, nach der iiblichen Methode mit Brom- 
wasserstoft—Eisessig von der f-Pentaacetyl-h-galaktose zur 
Acetobrom-h-galaktose zu gelangen. Sie erhielten auch bei 
mannigfacher Variation der Bedingungen nur das Hydrolysen- 
produkt, die P-Tetraacetyl-h-galaktose. 

Durch Einwirkung yon fliissigem Bromwasserstoff auf die 
3-Pentaacetyl-h-galaktose nach der alten Methode von KE. Fischer 
und K. F. Armstrong wurde spiiter von H. H. Schlubach und 
V. Prochownick!) eine schon krystallisierende Halogenverbindung 
erhalten. Die Analyse ergab aber, daf schon wiihrend der kurzen 
Kinwirkungszeit von nur zwei Stunden zwei Bromatome in das 
Hexosemolekiil eingetreten waren, also eine Aceto-dibrom-h-galak- 
tose entstanden war. Da die Glucose nach EK. Fischer und 
Kk. F. Armstrong’) erst nach weit lingerer Einwirkungsdauer, 
und zwar vollstiindig erst nach etwa 8 Tagen, eine Dibromver- 
bindung bildet, ergab sich weiter aus diesem Befund die Frage, 
ob der auffallende Unterschied in der Reaktionsfaihigkeit gegen- 
iiber Bromwasserstoff auf die Verschiedenheit der beiden Hexosen 
oder aber allgemein auf den Unterschied zwischen n- und h-Form 
zuriickzufiihren sei. Sie ist von uns kiirzlich*) beantwortet worden. 
Die n-Galaktose bildet ebenso leicht eine Dibromverbindung wie 
die h-Galaktose, die Unterschiede im stereochemischen Bau zwischen 


1) VI. Mitteilung, Ber. chem. Ges. 63, 2298 (1930). 
2) Journ. Amer. Soc. 38, 1227 (1916). 
3) Ber. chem. Ges. 35, 833 (1902). *) Ber. chm. Ges. 65, 304 (1932). 
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Glucose und Galaktose sind es mithin, welche die so sehr ver- 
schiedene Reaktionsfihigkeit begriinden. 

Die in dieser Untersuchung durchgefiihrten Serienversuche 
hatten erkennen lassen, daB es méglich ist, bei sehr kurzer Ein- 
wirkung von Bromwasserstoff auf die #-Pentaacetyl-n-galaktose 
die Monobromverbindung zu fassen. Das Gleiche sollte in der 
h-Reihe der Fall sein. Der Versuch hat diese Erwartung bestiitigt. 

Kondensiert man im Einschmelzrohr iiber 10 g £-Pentaacety|- 
h-valaktose etwa 15 ccm Bromwasserstoff und liBt sich das Rohr 
nur so lange auf Zimmertemperatur erwirmen, bis die Acetyl- 
verbindung vollkommen gelést ist, was nach etwa 15—20 Minuten 
der Fall zu sein pflegt, kiihlt wieder ab und verarbeitet in der 
iiblichen Weise, so scheidet sich die gebildete Halogenose auf 
Zusatz von Petroliither sofort krystallinisch ab und zwar in der 
vorziiglichen Rohausbeute von 87°/,.. Durch 3 malige Umkrystalli- 
sation aus reinem Ather konnte die Verbindung leicht rein er- 
halten werden. 

Schmelzp. 85—86°; [a}]}8° = — 122,7° + 0,5° (Tetrachlorkohlenstoff, 
c = 0,9944). 

0,1691 g Subst.: 0,0788 g AgBr. — 0,1638 g Subst.: 0,07455 g AgBr. 

C,,H,,0,Br Ber. Br 19,44 +-Gef. Br 19,83 19,36. 

Die neue Halogenose ist sehr reaktionsfihig und daher fiir 
die Gewinnung weiterer einfacher Derivate der h-Galaktose be- 
sonders geeignet. Sie ist die erste einfache krystallisierte Aceto- 
bromverbindung eimes h-Zuckers und die erste krystallisierte 
Monobromaldose der $-Reihe iiberhaupt. 
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Studien im Gebiete der Strukturchemie der EiweiBkorper. 
I. Mitteilung. 


Uber RingschlieBung und Sauerstoffanreicherung 
beim Methoxylieren des Glycinins. 


Von 


A. Kiesel und M. Znamenskaja. 


(Aus dem Laboratorium fiir Eiwei8forschung der Lenin-Akademie, Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1932.) 


Das von K. Felix und Mitarbeitern?) angewendete Verfahren 
zur genaueren Charakterisierung des Sauerstoffes der EiweiBkérper 
durch ihre Veresterung hat eine Reihe wertvoller Aufklirungen 
iiber diese bis auf die heutige Zeit noch streng das Geheimnis 
ihres niiheren Aufbaues bewahrende Korperklasse geliefert. Die 
Méglichkeit, durch die so einfach ausfiihrbare Veresterung einen 
,direkten Nachweis freier Carboxylgruppen in den Proteinen“ zu 
erzielen und ihre Menge zu bestimmen, ohne, nach den Angaben 
von K. Felix, eine Spaltung oder einen Zerfall des KiweiBmolekiils 
in niedrigmolekulare Bruchstiicke zu bewirken, ist sehr verlockend, 
da sie die noch dunkle Frage iiber den unverstiindlich hohen 
Sauerstoffgehalt des EiweiBes im Vergleich mit der Summe seiner 
Spaltungsprodukte ihrer Lésung niherbringen mub. Die genauere 
Kenntnis der Anzahl freier Carboxylgruppen scheint auch fiir die 
ausgesprochen sauer reagierenden Eiweifkérper von gréberem 
Interesse zu sein, und die vorliegende Arbeit ist einem sehr 
deutlich sauer reagierenden Eiweibkérper, dem Glycinin § aus 
Sojabohnen, gewidmet. 

Es konnte jedoch schon gleich am Anfang die Beobachtung 
semacht werden, daB das Veresterungsverfahren das Kiweif nicht 
ganz intakt liBt und, wie sich spiiterhin nachweisen lieB, von 





1) K. Felix u. K. Dirr, Diese Z. 184, 111 (1929); K. Felix u. A. Lang, 
Diese Z. 188, 96 (1930); 193, 1 (1930); K. Felix u. H. Rauch, Diese Z. 200, 
27 (1931); K. Felix u. H. Reindl, Diese Z. 205, 11 (1932); K. Dirr u. 
K. Felix, Diese Z. 205, 83 (1932). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXIII, 
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demselben in héchst merkwiirdiger Weise gewisse Gruppen ab- 
spaltet oder diese schiidigt, trotzdem fiir ein vélliges AusschlieBen 
der letzten Wasserspuren im Eiweif und in den Reagentien mit 
héchster Aufmerksamkeit gesorgt wurde. 

Selbstverstiindlich muBte vor allem damit gerechnet werden, 
daB der in chlorwasserstoffhaltigem Methylalkohol lésliche Anteil 
nicht dem Eiwei® selbst, sondern den ganz unvermeidlich das 
EiweiBpriiparat begleitenden Beimengungen zugehéren konnte.’) 
Wenn aber eine gewisse Beimengung fremder Kérper im _ ver- 
wendeten Glycinin auch nicht abzustreiten ist, so zeigen die 
folgenden Angaben doch ganz eindeutig, da wohl der gréBte Teil 
der im HCl-haltigen Methylalkohol in Liésung gebliebenen Kérper 
dem Eiweib entstammte. 

Der weit gréBte Teil des Eiweifimolekiils (95°/,) blieb un- 
versehrt und lieB sich nicht allein durch nachfolgende Ver- 
seifung — freilich in einer stark veriinderten Form — aus dem 
Methylesterhydrochlorid wiedergewinnen, sondern behielt als Ester- 
hydrochlorid auch die friiheren feineren EKigenschaften bei, die 
sich durch unverinderte Anaphylaxieerscheinungen kenntlich 
machten.’) 

Da wir noch keine geniigend grobe Menge Eiweif dem Ver- 
esterungsverfahren unterwarfen und bisher nur in kleinem arbeiteten, 
konnte der abgespaltene Teil nur erst oberflichlich untersucht 
werden. Unsere Aufmerksamkeit wurde in der Hauptsache dem 
Methylesterchlorhydrat des etwas veriinderten Glycinins zugewendet. 

Das Eiweib leB sich nur im aufgeschwemmten Zustande in 
wasserfreiem Methylalkohol durch Ejinfiihrung von trockenem 
Chlorwasserstoff verestern und blieb wiihrend der Veresterung 
ungelést. Deshalb wurde die Veresterung der Vollstiindigkeit halber 
in einem Falle 5Stunden, im anderen Falle sogar 10 Stunden lang 
fortgesetzt. Die Veresterung der freien Carboxylgruppen muBte 
annehmbar vollstiindig sein, da sich in beiden Fiillen der gleiche 
Methoxylgehalt bestimmen lieb. Der ganz unbedeutende Mehr- 
gehalt der Methoxylgruppen bei 10stiindiger Veresterung liegt 1m 
Bereiche der Bestimmungsfehler, konnte jedoch vielleicht auch 
teilweise von der Abspaltung eines im letzteren Fall etwas gréBeren 
Anteiles des EiweiBmolekiils abhiingen. 


1) K.Felix u. A.Lang, Diese Z. 188, 96 (1980); K.Felix u. H.Rauch, 
Diese Z. 200, 27 (1931). ‘ 

*) Die Publikation der von Prof. Dr. H. Leontjew angestellten Ver- 
suche soll in niachster Zeit erfolgen. Persénliche Mitteilung. 
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Jedenfalls lieB sich, wie schon gesagt, das Verschwinden oder 
die Verminderung gewisser Gruppierungen beim Verestern deutlich 
feststellen. So wurde das giinzliche Verschwinden des Tryptophans, 
des Lysins und das Verschwinden eines die unvermeidlichen 
Versuchsfehler iibersteigenden Teiles des Amidstickstoffes, des 
Arginins, Tyrosins und des Histidins festgestellt, wobei die 
Anwesenheit von Ammoniak durch seinen Geruch bei Alkalizusatz 
und durch die Nesslersche Probe, des Imidazolringes durch die 
Paulysche Diazoreaktion im abgespaltenen Teile deutlich kenntlich 
cemacht werden konnte, wogegen das im Eiweifimethylesterhydro- 
chlorid fehlende Tryptophan zerstért sein muBte, da weder im 
Ksterhydrochlorid, noch im abgespaltenen Teile die Reaktion nach 
Hopkins und Cole zu erhalten war. Gleichzeitig wurde nach 
der Veresterung im Eiweif ein Verschwinden etwa der Hiilfte der 
nach Sérensen, vanSlyke und nach Willstiatter bestimmbaren 
freien Aminogruppen nachgewiesen. 

Der zum Unterschied von dem im HCl-haltigen Methylalkohol un- 
lislichen Methylesterhydrochlorid des Glycinins in diesem lisliche Anteil 
bildete nach Verjagen des Methylalkohols im Vakuum eine dunkle lige, 
stark hygroskopische Masse, die, itiber Schwefelsiiure getrocknet, zum Teil 
krystallinisch erstarrte, ganz untriiglich ein Gemenge darstellte und etwa 5°), 
des verwendeten EiweiBes entsprach. Bei sehr geringer Léslichkeit in 
organischen Lésungsmitteln war sie trotz ihres im Ganzen hygroskopischen 
Verhaltens auch in Wasser lange nicht vollstiindig léslich, wodurch 
sie sich deutlich von dem sehr leicht in Wasser léslichen Methylester- 
hydrochlorid unterschied. Gut und vollstiindig liste sie sich in 80°/,iger 
Essigsiure. 

Neben dem in gréBerer Menge vorhandenen Ammonsalze war die 
Anwesenheit einer nach Freilegung durch Alkali mit Wasserdampf fliichtigen 
und einen deutlichen Amingeruch aufweisenden Substanz bemerkbar. Es 
konnte gebundener Schwefel nachgewiesen werden. Phenolgruppen und 
Tryptophan fehlten, wogegen der Imidazolring deutlich nachweisbar war. 
Der Stickstoffgehalt betrug in der Gesamtmenge 8,08°/,, die sich durchweg 
als Ammoniak- und Aminostickstoff auswiesen. Dem _ Stickstoffgehalte 
des abgespaltenen Teiles nach muBten auf EiweiB berechnet 0,41 oder 2,36 °/, 
seines Gesamtstickstoffes verloren gegangen sein. Die Menge entspricht 
anniihernd der Menge des vom EiweiB verlorenen Amidstickstoffes. 

Ob die iibrigen 91,92°/, dem EiweiBpriiparate allein entstammten und 
ob nicht auch der Methylalkohol darin beteiligt war, mu8 in Frage gestellt 
werden. Eine Bildung von methoxylierten Derivaten im abgespaltenen Teil 
war keinenfalls ausgeschlossen. 


Jedenfalls war die durch Kinfiihren von Methoxylgruppen 
und Chlorwasserstoff verursachte allgemeine Gewichtszunahme 
bedeutend gréBer, als sich durch Methoxyl- und Chlorbestimmung 
im Glycininmethylesterhydrochlorid bestimmen lieb: 
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Gewichtszunahme nach Cl- und CH,O-Bestimmung im 5dstiindigen 

Esterhydrochlorid P ; 
Gewichtszunahme bei 5 attindigem Verestern ‘dure h Wigung . 
»Abgespaltener“ Teil durch Wigung 


7,91°, 
. 11,58 
5,08 


In der folgenden Tab. I sind die direkten Analysenresultate 















































der gewonnenen Priiparate zusammengestellt, wobei zugleich die : 
optische Drehung und die aus den Chlor- und Methoxylbestim- E 
mungen berechneten Zahlen fiir basisch reagierenden Stickstoff - 
und reaktionsfiihige Carboxylgruppen der Priparate angegeben sind. 
Tabelle I. F 
Glycinin und seine Derivate. li 
Ba- |COOH [o] 
o c |] x lo+s] c }cx,o] siseber] mach |————> d 
. : | N nach} CH,O |__ in in Si) ‘ 
Cl ber. | berechn. | Wasser | Essigsi 
— a — nae : - ~ —— recreate reemacme naan a 
Glycinin. ..... 52,76} 7,20]17,40] 22,6410 0 _ — _ — 36, 
Glycininhydro- 
chlorid ..... — |—-| — — 1}4,43] 0 1,75 _ — k 
Glycininmethy]- | a 
esterhydro-- 
chlorid, 5 St. . [50,28] 7,28]15,06)22,17]5,21] 5,60 2,06 8,13 |—58,1° _~ 
Glycininmethy]- 
esterhydro- l 
chlorid, 10 St. . ]49,98] 7,22] 14,97]22,96] 4,87] 5,80 | 1,92 | 8,42 |—60,1°) —41 I 
Regeneriertes Ei- k 
~~ rr 53,40] 8,10] 12,26] 26,24] 0 0,52 _ — — — i 
Da uns in den erhaltenen Priiparaten die EiweiBkomponente 
. ° Yr 
allein interessieren kann, so muBten die durch direkte Analyse 
oe U 
erhaltenen Zahlen auf diese Eiweifkomponente umgerechnet 
werden, wobei der abgespaltene Teil nicht beriicksichtigt werden ; 
konnte, was einen gewissen, jedoch nicht wesentlichen Fehler in ‘ 
die Berechnungen eintrug. Einen weiteren, wohl gré8eren Fehler , 
brachten die ebenfalls bei den Berechnungen nicht eingetragenen \ 


und weiter besprochenen Hydratations- und Oxydationserschei- 
nungen mit, welche das Gewicht der KiweiBkomponente veriindern 
muBten. Eine andere genauere Berechnungsart lieB sich nicht 
wiihlen, da die Konstanz des Kohlenstoffgehaltes nicht festzustellen 
war. Die KiweiBkomponente wurde auf Grund der Methoxyl- und 
Chlorbestimmungen folgendermaBen berechnet: 


1) Da das Auflésen nur bei Erwiirmen erfolgte, kann dieser Wert nur 
fiir ein teilweise verseiftes Priiparat gelten. 
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Tabelle II. 


Angesetzt in ° , 
EiweiBgehalt in °/, |— S 
CH, HC! 


Urspriingliches Eiweib......... 100 — 
EiweiBhydrochlorid........... 95,23 - 4,77 
EiweiBmethylesterhydrochlorid, 5 St. 92,11 2,75 5,84 
EiweiBmethylesterhydrochlorid, 10 St. 92,37 2,84 5,40 
Regeneriertes EiweiB.......... 99,77 0,23 











Selbstverstiindlich kam dabei in den Derivaten die entspre- 
chend veriinderte EiweiBkomponente und nicht das urspriingliche 
Kiweif in Rechnung. 

Die Resultate der Umrechnung der Elementaranalysen fiir 
den EiweiBteil der Derivate sind in der Tab. III angegeben. Sie 
erlauben uns aber nicht eine befriedigende Vorstellung iiber den 
abgespaltenen Teil zu gewinnen. 


Tabelle III. 


Elementarzusammensetzung des Glycinins in freiem und verestertem Zustande. 





oF, C i N |O+8 


Urspriingliches EiweiB .............. 52,76 | 7,20 | 17,40 | 22,64 
Eiwei8komponente im Esterhydrochiorid, 5St. | 52,24 | 7,33 | 16,35 | 24,08 
EiweiBkomponente im Esterhydrochlorid, 10 St. | 51,67 | 7,26 | 16,20 | 24,86 
EiweiB, regeneriert durch Verseifung ..... 53,32 | 8,09 | 12,29 | 26,30 














Ohne einstweilen den abgespaltenen Teil genauer charakte 
risieren zu k6énnen, wollen wir auch das regenerierte Kiweifs auber 
unserer Betrachtung lassen, da letzteres einer besonderen Unter- 
suchung wert zu sein scheint: der sehr bedeutend erniedrigte, als 
Folge des Austrittes von stickstofireichen Gruppen anzusehende 
Stickstoffgehalt deutet bei gleichzeitigem starkem Anwachsen des 
Sauerstoffgehaltes auf tiefgehende Veriinderungen hin, die im 
KiweiB withrend des Verseifungsverfahrens stattgefunden haben, 
nachdem das EiweiB schon vorher im VeresterungsprozeB an- 
cegriffen wurde. 

Um das Eiweif mit der EKiweibkomponente des Methylester- 
hydrochlorids in bezug auf ihre Bausteine zu vergleichen, wurde 
das EiweiB und seine veresterten Derivate einer Siurehydrolyse 
unterworfen, wobei nur die leicht und quantitativ bei geringer 
Substanzmenge bestimmbaren Bausteine und die Aminostickstofl- 
formen beriicksichtigt werden sollten. AuBerdem wurde Tryptophan 
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ohne yorhergehende Hydrolyse direkt in den KiweiSpriparaten 
bestimmt. Die schon oben in Kiirze angegebenen Resultate der 
einzelnen Bausteinbestimmungen sind in der Tab. IV angefiihrt, 
wobei fiir das veresterte Produkt zum besseren Vergleich statt 
der direkt bestimmten Zahlen die auf die EiweiBkomponente be- 
rechneten gegeben sind. 


> 


Tabelle LV. 
Bausteingehalt im Glycinin und in der EiweiBkomponente 
des veresterten Produktes 














, = EiweiBkomponente 
i Glycinin én isin 
bei 5stiind. Verestern | bei 10stiind. Verestern 
Histidin. ..... 3,58 3,23 | 2,83 
Apeimin... 1.65 9,28 8,35 8,66 
Se eee 3,54 Spuren ? | 0 
5 ae 1,78 1,61 | — 
Tryptophan ... 1,59 0 0 
a-Amino-N.... 5,89 6,32 | 5,59 
a-+q@-Amino-N.. 6,23 6,39 | 5,43 


Wihrend bei der Beurteilung des Histidin-, Arginin-, Tyrosin- 
und Tryptophangehaltes direkte Bestimmungen ausgefiihrt wurden, 
wurde die Abwesenheit der Lysingruppen im veresterten Produkt 
auf Grund des Fehlens des w-Aminostickstoffes in seiner Hydro- 
lysentliissigkeit festgestellt. Wenngleich die Bestimmungen des 
Lysins aus der Differenz zwischen «+ q- und a-Aminostickstofi, 
d. h. aus der Differenz zwischen den in 30 und in 5 Minuten beim 
Diazotieren nach van Slyke entwickelten Stickstoffmengen, aucl: 
nicht sehr genau sind, so differiert der von uns berechnete Lysingehalt 
von 3,54°/, im Glycinin doch nur wenig von dem yon T. Osborne 
angegebenen von 3,39°/,.. Dies muB der SchluBfolgerung tiber 
das Verschwinden des Lysins bei der Veresterung geniigende 
Sicherheit verleihen. Welcher Art Prozesse diesem Verschwinden 
zugrunde liegen, ist unbekannt, und es liBt sich dariiber noch: 
keine Vermutung iiuBern. Jedenfalls ist eine Abspaltung der 
Lysingruppen nicht anzunehmen, da im abgespaltenen Teil aut 
Grund der Stickstoffbestimmung, welche einen dem abgespaltenen 
Amidstickstoff gleichkommenden Wert ergab, keine Anzeichen 
dafiir vorhanden waren. 

Die oben erwithnte Differenz zwischen den durch Wagung 
und durch Bestimmung der angesetzten Gruppen gemessenen 
Gewichtszunahmen ist bedeutend genug, um eine Erkliirung zu 
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fordern. ‘T'atsiichlich muBte die Differenz von 3,67°), 
niedrig berechnet erscheinen, da der abgespaltene Teil nicht zu 
vergessen ist. Die Elementaranalysen zeigen, dab Stickstoff vor- 
wiegend in den ersten 5 Stunden der Veresterung verloren ging, 
wihrend Kohlenstoff auch spiiterhin in gleicher Menge abnahm. 
Dem gegeniiber stieg der Sauerstoflgehalt betriichtlich an. 

Auber dem durch Amidstickstoffabspaltung bedingten Anwuchs 
des Sauerstoffes durch Wassereintritt, der sich fiir die 10stiindige 
Veresterung auf 0,47°/, Sauerstoff berechnen laibt, konnte zualler- 
erst an eine Lésung andersartiger Anhydridbindungen im Eiweif 
gedacht werden, da, wenn die Reaktion auch unter WasserausschluB 
eingeleitet wurde, eine berechenbare Menge Wasser durch Methoxyl- 
eintritt frei werden und in Arbeit treten konnte. Diese frei- 
gewordene Wassermenge berechnet sich zu 3,54 bzw. 3,65°/,, was 
3,14 bzw. 3,24°/, Sauerstoff dem EKiweiBkomplexe bei 5 bzw. 
10 Stunden dauernder Veresterung liefern konnte. Der Mehr- 
gehalt an Sauerstoff im EiweiBkomplex des Methylesterhydro- 
chlorids betrug jedoch nur 1,44 bzw. 2,22°/, und konnte demnach 
vollkommen in dieser Weise durch das zur Verfiigung stehende 
Wasser gedeckt werden. Der entsprechende Wasserstoffzuwachs 
von 0,39 bzw. 0,40°/, wiirde hierbei nur im Bereiche der iiblichen 
Fehlergrenzen von dem analytisch gefundenen abweichen. 

Der Vermutung einer Auflésung gewisser Anhydridbindungen 
withrend der Veresterung durch Einleiten von Chlorwasserstoft in 
die methylalkoholische Suspension kénnen jedoch gewisse Be- 
denken entgegengestellt werden, da sich dabei, wie aus der fol- 
genden Tab. V zu sehen ist, eine Verminderung freiliegender 
Aminogruppen feststellen lie8B und dies keinesfalls von einem 
direkten Aminostickstoffverlust durch Abspaltung entsprechender 
Bausteine, wenigstens nicht in der geforderten Menge, abhiingen 
konnte. Erstens iibertraf die Verminderung mehr als aufs Dop- 
pelte die abgespaltene Stickstoffmenge, zweitens entsprach dieser 
letzteren schon der Verlust an Amidstickstoff, so dai der ab- 
gespaltene Stickstoff nur in ganz geringer Menge anderen Ur- 
sprungs sein konnte. 

Die einzige Erklirung muBte im ,inneren“ Verschwinden 
des freien Aminostickstoffes zu suchen sein, d.h. es muBte wihrend 
der Veresterung eine entsprechende Anhydrierung unter Beteili- 
gung der nicht mehr nachweisbaren Aminogruppen stattgefunden 
haben. Eine iihnliche Anhydrierung, jedoch ohne Beteiligung von 
Aminogruppen lie8 sich auf andere Weise bei der Darstellung 


sogar zu 
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des nicht veresterten Glycininhydrochlorids feststellen (vgl. weiter 
unten). 

Selbstverstiindlich konnte aber im Eiweifb wahrend seines 
Veresterns gleichzeitig an einer Stelle die durch lokale Sauerstoft- 
anreicherung sich kenntlich machende Anhydridauflésung und 
Wassereintritt, an anderer Stelle des Kiweifmolekiils die am Ver- 
schwinden von freien Aminogruppen kenntliche Anhydridbildung 
und Wasseraustritt unter lokaler Sauerstoffverarmung stattgefunden 
haben. Diese Annahme einer resultierenden ,,Wasserwanderung“ 
von einer Stelle des EiweiBmolekiils zur anderen bei vorwiegendem 
Wasseransatz wiirde den gefundenen ‘l'atsachen vollkommen ent- 
sprechen. Wihrend beim besprochenen Ansatz des im Meth- 
oxylierungsprozeB entstandenen Wassers absolute Sauerstofi- 
anreicherung stattfinden muBte, konnte beim inmneren Anhy- 
drieren an einer Stelle und Anlagerung des dabei freiwerden- 
den Wassers an anderer Stelle der Sauerstofigehalt unter 
eigentlicher Wasserwanderung ohne Erhéhung nur gleich ge- 
halten werden. 

Andererseits kann auch eine andere Erklirungsweise der 
Sauerstoflanreicherung in der Eiweibkomponente nicht abgewiesen 
werden: der Sauerstoffanreicherung konnte teilweise ein Oxy- 
dationsprozeB zugrunde liegen. ‘Trotzdem die Bedingungen fiir 
eine Oxydation wihrend der Veresterung auch wenig giinstig 
waren, finden wir doch gewisse Anhaltspunkte fiir die Annahme 
im Verschwinden des ‘'ryptophans und in der Verminderung des 
Tyrosingehaltes, 

Die Untersuchung der Stickstofformen, deren Ergebnisse in 
der Tab. V angefiihrt sind, zeigte also eine teilweise Hydrolyse 
der Siureamidgruppen im Veresterungsprozesse an, wobei das 
gebildete Ammoniak im abgespaltenen eile wiedergefunden wurde. 
Weiterhin wurde nach allen drei angewendeten Bestimmungs- 
methoden die besagte Verminderung des freien Aminostickstoffes 
festgestellt, der aber im Bestande der EiweiSkomponente blieb 
und deshalb nur infolge intramolekularer Verkettung nicht zutage 
trat. Die in Prozent angefiihrten Zahlen sind aut die KiweiBkompo- 
nente berechnet. 

Aus der Berechnung des basisch reagierenden und chlor- 
wasserstoffbindenden Stickstoffes ist zu ersehen, dab fiir das 
Glycininmethylesterhydrochlorid dieser Stickstoff nur annihernd 
der Summe des stark basischen Stickstoffes des Arginins und 
Histidins mit dem schwach basischen freien nach Sérensen, 


¥. 


Stickstoformen im Glycinin und in der Eiweibkomponente seiner Derivate. 
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van Slyke und nach Willstitter') bestimmbaren Amino- 
stickstoff entsprach (Spalte 9, min). Dabei entsteht die Frage, 
ob die merkliche Differenz einer nicht in Berechnung gezogenen 
unbekannten basischen Gruppe im EiweiBkomplexe zugeschrieben 
werden, oder aber, bei der komplizierten Berechnung, nur als 
Resultat der unvermeidlichen Bestimmungsfehler angesehen werden 
muBte. Auf Grund der im weiteren niher beschriebenen Titrations- 
ergebnisse konnte wohl die Frage in erstem Sinne beantwortet 
werden, da hier eine geniigende Ubereinstimmung zu finden war 
(Spalte 9 max und 10). 

Die Erklirung der merkwiirdigen, die Grenzen der Versuchs- 
fehler bei weitem iiberschreitenden und entgegengesetzt gerichteten 
Differenz fiir das nicht veresterte Hydrochlorid konnte nur durch 
nihere Betrachtung der Titrationsergebnisse erhalten werden, 
worauf wir spiiter zuriickkommen wollen. 

Um die in der T'ab. V zusammengestellten Zahlen den bei 
der Carboxylgruppen-Bestimmung erhaltenen leichter gegeniiber 
zu stellen, sind sie, insofern sie die basischen Kigenschaften des 
KiweiBes kennzeichnen, in der folgenden Tab. VI in Aquivalent- 
einheiten fiir je 1 g der EiweiBkomponente ausgedriickt, als deren 
MaB die entsprechende Anzahl cm?’ n/10 gewihlt wurde. 

Wir wenden uns nun den in verschiedener Weise bestimmten 
und berechneten Carboxylgruppen zu. Unser Bestreben bestand 
in der médglichst vollen Aufzihlung aller freien Siéiuregruppen, 
eventuell Carboxylgruppen, wobei gleichzeitig der Versuch ge- 
macht wurde, die Saéuregruppen und die Carboxyle méglichst zu 
differenzieren und ihr Schicksal wihrend des Veresterungsprozesses 
zu bestimmen. Die Ergebnisse der direkten Bestimmungen der 
Siiuregruppen, umgerechnet auf 1 g Substanz, sind in der Tab. VII 
zusammengebracht, wo sie alle in den gewihlten Aquivalent- 
maBen, dh. in com n/10 wiedergegeben sind. 

In der Tabelle treten deutlich folgende Gruppen _hervor: 
1. Siiuregruppen, die sich direkt mit Natronlauge bei Phenol- 
phthaleinzusatz titrieren lassen, 2. Siuregruppen, die sich nach 
Festlegen des freien Aminostickstoffes durch Formaldehyd oder 
nach Unterdriicken seiner basischen Kigenschaften durch Alkoho! 

titrieren, 3. Siiuregruppen, die in der EiweiSkomponente durch 
stark alkalische Gruppen neutralisiert sind und 4, Siuregruppen. 


') Bei allen Berechnungen wurden die nach Willstitters Verfahren 
erhaltenen Zahlen gebraucht. 
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die sich nicht methoxylieren lassen, demnach wohl keine Car)h- 
oxyl-, sondern saure Hydroxylgruppen darstellen. 

Um die angegebenen Zahlen der Tab. VII fiir die Beurteilune 
des EiweiBes und der ihm in den Derivaten entprechenden Eiweif- 
komponente besser auszuniitzen, sind sie ebenso, wie oben fiir 
die Stickstofformen, auf den Eiweifteil umgerechnet worden und 
in den gewiihlten Aquivalenteinheiten, ccm n/10 pro 1 g Kiweil, 
in der ‘l'ab. VIII angefiihrt. 

In der Tab. [IX sind dieselben Werte, aber nur soweit sie 
der Kiweikomponente selbst angehédren, in Prozent als Carboxyl- 
bzw. als Hydroxylgruppen berechnet. 


Tabelle IX. 


Carboxyl- und Hydroxylgehalt der EiweiBkomponente in Prozent. 





Relea. Guibosylc 








2k Fy 
3 ~ lam | «ae | Gesamte | 98] Hye 
Sa ® A ligg @ S mm Sy od 
Os] of 2-48) & & | Carboxyle | 2 5 oxy): 
ee esl eI! ae} 
Ra S| es ES EE | (inkl. saure Pre? | gruppe 
M 2) Sop Oo 
Dos « ® 2st) £5 |Hydroxyle)] = * sau 
5 a iD) =) oe | ~~ 2 
— Om) 8a ws ao ® 2 
ober == Ore TT) OS hy 
2 a 8 eet Et 2 er a 
a) “SZ >| om | max | min max tt 
Urspriingliches EiweiB . . . | 9,18 | 6,69 | 3,35 | (4,27) 120,14 19,22 
EiweiBkomponente im Hydro- | | 
chlorid. . . . . . . . | 4,85 | 7,15 | (8,35) (4,27) 16,27! 15,85 
EiweiBkomponente im Ester- | 
hydrochlorid, 5 Stdn. -—— 0 0 0 8,83 }1,15 ¢ 
EiweiBkomponente im Ester- 
hydrochlorid, 10 Stdn. 0 0 0 - 9,12 | 1,06 0 

















Dem Wunsch, die an der EiweifSkomponente des Glycinin- 
methylesterhydrochlorids festgestellten Tatsachen unmittelbar aut 
das urspriingliche EiweiB zu iibertragen, stehen, wie schon ge- 
sagt, bedeutende Hindernisse entgegen; denn dieses Ubertragen 
wire nur dann médglich, wenn die EiweifSkomponente wahrend 
der Veresterung unvyerindert  bliebe. 
Fall weder bei der Darstellung des Esterhydrochlorids noch des 


Hydrochlorids. 


Dies 


ist aber nicht der 


Die schon teilweise besprochenen, teilweise aus 


den Tab. VIII und IX folgenden Verinderungen der Eiweib- 
komponente lassen sich folgendermaBen zusammenfassen. 
Bei der Darstellung des Hydrochlorids ist eine Festlegung 


eines Teiles 


der freistehenden und durch direkte Titration im 


urspriinglichen Glycinin nachweisbaren sauren Gruppen (Carboxyl-, 


saure Hydroxylgruppen) eingetreten (vgl. Tab. VIII, Spalte 3 u. &). 
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Diese Festlegung wird als eine Anhydrisierung an entsprechenden 
Stellen des Eiweibmolekiils angesehen und durch die wasser- 
entziehenden Eigenschaften des trocknen Chlorwasserstoffes im 
wassertreien Reaktionsgemisch erkliirt. Das weitere Schicksal 
des entzogenen Wassers, d. h. ob dieses Wasser wieder an anderer 
Stelle des EiweiBmolekiils eintritt oder nicht, bleibt noch un- 
bestimmt, da die nétige Elementaranalyse des Priiparates aus 
Mangel an einheitlichem Material fehlte. Diese Frage muf durch 
weitere Untersuchungen gekliirt werden, die im Gange sind. 

Kine mégliche, aber nicht nachgewiesene Beteiligung an der 
Anhydridbildung der freien basischen Stickstoffgruppen ist wenig 
wahrscheinlich. Von diesen fallen die schwach basischen Amino- 
gruppen giinzlich ab, da ihre Menge unveriindert, selbst etwas 
erhéht ist (Tab. VI, Spalte 5). 

Hochst wahrscheinlich ist eine Anhydridbildung unter Be- 
teiligung vorhandener freier —OH- und —COOH-Gruppen, also 
eine innere Veresterung, oder eine Bildung von Anhydridformen 
im Eiwei8, die den von P. Karrer und M. Bergmann in Modell- 
versuchen erhaltenen Oxazol- und Oxazolinringen entsprechen}), 
wobei die verloren gegangenen Carboxylgruppen und die enoli- 
sierten CO-Gruppen der Peptidverkettungen sich beteiligen. Dies 
wiirde in folgender Art vor sich gehen kénnen: 





i t._.___ Ni 5 
| | | fl 
O=C—OH O=C —> O=C—OH HOC 
| | 

R t 

R—CH N R—C———_N 

O ‘ l d HO é | 
ieee. «mes \o7/ 
R R 


Die fiir die Bildung derartiger RingschlieBungen nétigen Ver- 
suchsbedingungen waren in unserem Falle der Chlorwasserstoff- 
einleitung in das wasserfreie Reaktionsgemisch vorhanden, Als 
Folge der RingschlieBung trat Abnahme der sauren Kigenschaften 
der EiweiBkomponente ein (Tab. VIII, Spalte 3). 

Bei der Darstellung des Methylesterhydrochlorids fand eine 
Abnahme des Amidstickstoffes infolge Abspaltung durch Hydrolyse 
statt, die von dem durch Methoxylierung in Freiheit gesetzten 


1) Vel. C. Grinacher, Abderh. Handb. d. biol. Arb.-Meth., Abt. J, 
T. 11, H. 4, S. 803 (1929). 
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Wasser verursacht sein mubte (Tab. V, Spalte 2). Als Folge trat 
Stickstofiverminderung ein, wobei aber die ganze gefundene Stick- 
stoffverminderung noch andere Ursachen haben muBte, da sie vom 
abgespaltenen Amidstickstoff nicht gedeckt wurde. 

Ks wurde bei der Veresterung eine Verminderung des freien 
schwach basischen Aminostickstoffes etwa auf die Hialfte hervor- 
gerufen. Da diese Verminderung keinen Verlust durch Abspaltung 
vorstellte, so muBte ein inneres Verschwinden stattgefunden haben, 
dem wohl ein AnhydrierungsprozeB zugrunde lag (Tabellen V und VI, 
Spalte 3, 4, 5). ‘Trotzdem blieb aber das Salzsiurebindungs- 
vermégen der Eiweifkomponenten im Hydrochlorid und im 
Methylesterhydrochlorid annihernd das gleiche, beim letzteren 
war es sogar etwas vergréBert (Tab. VIII, Spalte 2). 

Wenn wir nun nach der Ursache dieser Erscheinung fragen 
und nachsuchen, an welchen Stellen der Chlorwasserstoff an- 
gesetzt ist, so finden wir, daB im Methylesterhydrochlorid die 
Aquivalentmenge des Chlorwasserstoffes (Tab. VI, Spalte 10) der- 
jenigen der Summe von stark und schwach basischem (Amino-) 
Stickstofle annihernd gleichkommt, wobei den héchsten Zahlen 
(Spalte 9) der Vorzug zu geben ist. Daraus wire zu schlieBen, dab 
der Chlorwasserstoff, wie es den Erwartungen entsprechen mub, 
mit allen hier feststellbaren freien basischen Gruppen Salzbildung 
eingegangen ist; denn intolge der Methoxylierung haben keine 
freien Carboxylgruppen mehr dem entgegengewirkt. Die in ge- 
ringer Menge durch Berechnung gefundenen nicht methoxylier- 
baren sauren Gruppen (Tab. VIII, Spalte 9) der EiweiBkomponente 
besaBen aber nicht die nétige Starke und stellten wahrscheinlich 
nicht Carboxyl-, sondern saure Hydroxylgruppen vor, die, soweit 
sie nicht in oben besprochener Weise mit einem Teile der 
Carboxylgruppen durch HCl-EKinleitung verestert wurden, im 
VeresterungsprozeB des EiweiBes mit Methylalkohol bewahrt 
blieben, oder vielleicht auch neu entstanden waren, da ja ein 
Ansatz von Sauerstoff deutlich aus den Elementaranalysen folgte. 

Im Hydrochlorid stand jedoch im Gegensatz zum Ester- 
hydrochlorid die Aquivalentmenge des angesetzten Chlorwasser- 
stofles den Aquivalentmengen der freien basischen Gruppen 
bedeutend nach. Der fehlende Betrag an HCl von etwa 10,23, 
der nur in seinem Minimalwerte bestimmt wurde, ist durch frei- 
stehende Siiuregruppen der EiweiBkomponente selbst im Uber- 
schuB gedeckt (Aquivalentwert 84,09). Diese reichten nicht nur 
allein genommen zur volligen Neutralisation der basischen Gruppen 
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aus, sondern bildeten noch ein Mehr von 10,77. Dieser Uber- 
schuB an eigenen sauren Gruppen, die wohl zum gréBten Teil 
Carboxylgruppen, zum geringeren Teil auch saure Hydroxyl- 
cruppen vorstellten, muBte den Eintritt von Chlorwasserstoff zu- 
rickdrangen. Es muBte sich also im Hydrochlorid ein Gleich- 
sewicht zwischen basischen Gruppen, Chlorwasserstoff und 
Carboxylgruppen bei gegenseitiger Neutralisation eingestellt haben. 

Bei Beriicksichtigung der relativ geringen Menge der von 
der Methoxylgruppe beschlagnahmten Carboxylgruppen ist beim 
Verestern eine allgemeine Verminderung der freien Siuregruppen 
festzustellen. Die Verminderung iibertraf hier bedeutend die bei 
der Darstellung des Hydrochlorids stattgefundene (Tab. VII, 8, 
9, 10), wobei dieses Ubertreffen der Menge des gleichzeitig ver- 
minderten Aminostickstoffes ziemlich nahe entsprach. Es muB also 
hier im Vergleich mit dem Hydrochlorid eine weitere Anhydri- 
sierung, und zwar diesmal zwischen Carboxyl- und Aminogruppen 
nach Art der Dioxopiperazinringbildung angenommen werden, 
die nicht bei der Darstellung des Hydrochlorids zustande kam: 

Hydrochlorid im Vergleich zum urspriinglichen EiweiB: 
Aminostickstoff unveriindert (Tab. VI oder VIII, Spalte 5), 
Siuregruppen vermindert um 8,51 ccm n/10 oder 3,87°/, (Tab. VIII, 

Spalte 8—9). 

Methylesterhydrochlorid im Vergleich zum Hydrochlorid: 
Aminostickstoff vermindert um 9,15 bzw. 9,67 ccm n/10, 
Siuregruppen vermindert um max 10,33 bzw. 8,65 ccm n/10, 

min 7,72 bzw. 7,61 cem n/10. 

Im Prozesse der Veresterung muBte die Anhydridbildung 
demnach nach drei Richtungen verlaufen sein und zur Methoxy- 
lierung der Carboxylgruppen und gleichzeitig zur Bildung zweier 
RingschlieBungen im EiweiBmolekiil gefiihrt haben. 

Die Methoxylierung lieB den basischen Charakter der von 
den freien Carboxylgruppen befreiten EKiweiBkomponente hervor- 
treten, was in der Tab. VIII, Spalte 3 durch die mit einem 
Minuszeichen versehenen Zahlen ausgedriickt ist. Diese Zahlen 
muBten den freien stark basischen Gruppen angehéren, die bei 
der Bestimmung des Histidins und Arginins im angestellten Hy- 
drolyseversuch nur zum Teil in Berechnung kamen. Es miissen 
im Glycininmolekiil wohl noch andere basische Gruppierungen 
enthalten sein, deren nihere Kenntnis aussteht. 

Gleichzeitig mit der besprochenen Anhydrisierung mu auf 
Grund der bei der Elementaranalyse erhaltenen Zahlen ein Kin- 
tritt von Sauerstoff wiihrend des Veresterns stattgefunden haben. 
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Dieser Kintritt konnte entweder durch ,,Wasserwanderung“ in 
Bereich des EiweiBmolekiils und des eintretenden Methylalkohols 
(vgl. S. 96), oder durch oxydative Prozesse erklirt werden, An- 
zunehmen ist, daB beide Vorgiinge gemeinsam die Sauerstoft- 
anreicherung im EiweiBmolekiil besorgten. 

Obgleich die Sauerstoffanreicherung bei gleichzeitig unver- 
kennbarer Anhydrisierung des Eiweifimolekiils an seinen einzelnen 
Stellen in oben beschriebener Weise eine Erklarung findet, so 
muf doch zugegeben werden, dab diese Erklirungsweise noch 
sehr mangelhaft ist, auf keiner direkten experimentellen Grund- 
lage beruht und uns nur eine ganz unklare unsichere Vorstellung 


von den beim Verestern verlaufenden Prozessen in bezug aut 


Sauerstoffbilanz zu bilden erlaubt. Die festgestellten Tatsachen 
aufzukliiren, bedarf es neuer Untersuchungen. 

Von den Ergebnissen der Hydrolyse und der Baustein- 
bestimmungen ist besonders erwiihnenswert, daB nach dem Ver- 
estern die Lysingruppen fehlen; ihr Verschwinden zu_erkliren 
sind wir noch in keiner Weise imstande. Zugleich ist zu ver- 
merken, daB der im Glycinin und in den EiweiSkomponenten 
seiner Derivate enthaltene freie Aminostickstoff keinenfalls den 
Lysingruppen allein entsprechen konnte, wie es so oft fiir andere 
Eiweibkorper angegeben wurde. 

Der Mindergehalt an Arginingruppen nach der Veresterung 
findet ebenfalls keine Anhaltspunkte fiir eine annehmbare Er- 
klirung. Die geringe Histidinmenge, die fehlt, mu im ab- 
gespaltenen Teil. vorhanden gewesen sein. Die geringe Ver- 
minderung des Tyrosingehaltes und das Verschwinden des Trypto- 
phans ist dagegen am wahrscheinlichsten dadurch zu erkliren, 
daf diese Kérper entsprechend zerstért, wohl oxydiert worden sind. 


Versuchsteil. 


1. Glycinin. Das verwendete Glycininpriparat wurde nach der Vor. 
schrift von Th. Osborne’) aus Samenmehl von Soja hispida hergestellt, 
das mit Benzin entfettet war. Alle nachfolgenden Angaben beziehen sich 
auf bei 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknete aschefreie Priiparate. 

Zusammensetzung: 4,784 mg Subst.: 9,253 mg CO,, 3,103 mg H,0: 
C 52,74°,, H 7,25°/o. — .4,610 mg Subst.: 8,922 mg CO,, 2,975 mg H,0: 
C 52,78°/,, H 1,16°/,. — 0,1403 g Subst. nach Kjeldahl: 17,44 cem 0,1 n.= 
0,0244 g N; N 17,40°/). 


1) Handb. d. biochem. Arb.-Meth. v. Abderhalden, II. Bd., S. 313 
(1910). 
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Optische Drehung: In 80°/, Essigsiiure unter gelindem Erwiirmen 


— 0,40°- 100 
gelést: [@]p = 2 = — 36,06°. 





1 + 1,109 

Stickstofformen: Amid-N: 0,4713 g Subst. wurden 2 Stunden im 
kochenden Wasserbade mit 2°/, HCl erwiirmt und das Ammoniak unter 
Zusatz von MgO im Vakuum bei 40° abdestilliert: 5,77 cem 0,1 n.=0,0081 g 
N-NH,, d.h. 1,71°/,. — Formol-NH,-N: 0,05428 g in 0,1 n. NaOH geldst, 
neutralisiert, nach Formolzusatz: 0,66 ccm 0,1 n. = 0,00092 g NH,-N, d. h. 
1,72°/,. — NH,-N nach Willstitter: 0,03902 g Subst.: 0,58 eem 0,1 n. = 
0,0081 g NH,-N, d. h. 2,08°/,. — NH,-N nach van Slyke: 0,05428 g Subst. : 
1,77 cem N (20°, 753,5 mm, 1 Stunde), d. h. 1,84 °/,. 

Alkalibindungsvermégen: 0,03902 g Subst. in 0,1 n. NaOH gelést 
und zuriicktitriert: 0,80 ccm 0,1 n. = 0,0036 g oder 9,22°/, COOH. — 0,0320 g 
Subst.: 0,65 cem 0,1 n. = 0,00292 g COOH oder 9,14°/). 


2. Glycininhydrochlorid. Bis zur Gewichtskonstanz bei 105° ge- 
trocknetes Glycinin wurde in 40 Teilen wasserfreien Benzols fein verteilt, 
worauf die Suspension 5 Stunden lang bei Wasserkiihlung mit trocknem 
Chlorwasserstoff im mit CaCl,-Rohr verschlossenen Gefif behandelt wurde. 
Der ginzlich unldéslich gebliebene EiweiBkérper (das abgetrennte Benzol 
hinterlie8 keinen Riickstand) wurde mit wasserfreiem Benzol, absolutem 
Alkohol und absolutem Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. 


Cl-Bestimmung nach J. Liebig: 0,2234 g Subst.: 0,0404 g AgCl = 
0,00999 g Cl oder 4,46°/,. — 0,1339 g Subst.: 0,0238 g AgCl = 0,00588 g Cl 
oder 4,39°/,. Mittel: 4,43°/, Cl = 4,55°/, HCl. Zum Eiweib hinzugetreten: 
4,77°/, HCl. 

NH,-N nach Willstitter: 0,07646 g Subst.: 1,16 cem 0,1 n. = 
0,00162 g NH,—-N oder 2,12°/,, auf die EiweiSkomponente berechnet: 2,22 °/,. 


Alkalibindungsvermégen: 0,07646 g Subst. in 0,1 n.-NaOH gelist 
und zuriicktitriert: 1,74 cem 0,1 n. 


3. Glycinin-methylesterhydrochlorid. Das bis zur Gewichtskonstanz 
bei 105° getrocknete Glycinin wurde in etwa 40 Gewichtsteilen iiber Natrium 
getrockneten Methylalkohols mit trocknem Chlorwasserstoff bei Wasser- 
kiihlung in einem mit CaCl,-Rohr verschlossenen GefiB 5 bzw. 10 Stunden 
lang behandelt, wobei das Eiwei8 immer aufgewirbelt wurde und merklich 
nicht in Lésung ging. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit absolutem 
Methylalkohol gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. 
Zur Analyse kam er nach Trocknen bei 105°. 

Das erhaltene Priiparat bildete ein gelbliches, sehr leicht in Wasser 
lésliches Pulver, welches sich auch etwas in Methyl- und Athylalkohol, 
besser in wasserhaltigem (96°) aufléste und aus dieser Lésung durch Ather- 
zusatz in weiBen Flocken abgeschieden werden konnte. Der Stoff war 
aschefrei. 

Im chlorwasserstoffhaltigen Methylalkohol blieben gewisse Stoffe in 
Losung. In einem quantitativ durchgefiihrten Versuch wurden aus 4,42 6 
Gly cinin 4,93 g Methylesterhydrochlorid (= 111,58 °/,) und 0,2248 g (= 5, 08° /o) 
in Lésung gegangener Stoffe erhalten. 

Die Zeit der Veresterung (5 und 10 Stunden) hatte keinen merklichen 
EinfluB auf den Reaktionsverlauf. Als man die Veresterung in 20 statt 
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40 Gewichtsteilen Methylalkohol durchfiihrte und vielleicht dabei etwas 
weniger gut mit Wasser kihlte, firbte sich die Suspension wihrend des 
Veresterns schwach dunkel. Das Produkt der Veresterung war hier merk- 
lich léslicher im Methylalkohol, der zum Auswaschen verwendet wurde. 
Nach Zusatz von Ather zur Waschfliissigkeit konnte eine gréBere Ausfillung 
erhalten werden als in den anderen Fiillen. 


Zusammensetzung: 5stiindige Veresterung. 4,821 mg Subst.: 
8,860 mg CO,, 3,075 mg H,O; C 50,12°/,, H 7,08°/,. — 8,216 mg Subst.: 
5,973 mg CO,, 2,134 mg H,O; C 50,65°/,, H 7,37°/,. — 3,749 mg Subst.: 
6,886 mg CO,, 2,500 mg H,O; C 50,09°/,, H 7,40°/,. — 0,1444 g Subst. 
nach Kjeldahl: 15,54 cem 0,1 n. = 0,02176 g oder 15,06°/, N. — 0,3926 ¢ 
Subst. nach Liebig: AgCl 0,0828 g = 0,02048 g Cl oder 5,21°/,. 

10stiindige Veresterung. 2,422 mg Subst.: 4,447 mg CO,, 1,597 mg 
H,0; C 50,07°/,, H 7,32°/. — 3,094 mg Subst.: 5,691 mg CO,, 1,989 mg 
H,O; C 50,16%,, H 7,17°/o. — 2,772 mg Subst.: 5,056 mg CO,, 1,791 mg 
H,O; C 49,71°/,, H 7,17°/,. — 0,1888 g Subst. nach Kjeldahl: 20,19 eem 
0,1 n. = 0,02827 g oder 14,97°/, N. — 0,4352 g Subst. nach Liebig: AgCl 
0,0856 g = 0,0211 g Cl oder 4,85°/,. — 0,3874 g Subst. nach Liebig: AgCl 
0,0764 g = 0,0189 g Cl oder 4,88°/,. 


Optische Drehung: 5dstindige Veresterung. In Wasser gelést: 

_ 0,33°- 100 
lalp = 770,568 

10stiindige Veresterung. In Wasser gelést: 

— 0,41°- 100 

[olp = 70,6816 





= — 58,19, 





= — 60,15°; 


in 80°/, Essigsiiure unter gelindem Erwirmen gelist (Verseifung?): 
— 0,44°- 100 
[lp = 7. 9,0735 





= — 40,98°, 


Methoxylbestimmung nach Zeisl-Pregl: 5stiindige Vereste- 
rung. 10,025 mg Subst.: 4,256 mg AgCl = 0,562 mg CH,O oder 5,60°/,. 

10stiindige Veresterung. 4,515 mg Subst.: 2,089 mg AgJ=0,276 mg 
CH,O oder 6,11°/,. — 13,514 mg Subst.: 5,988 mg AgJ = 0,791 mg CH,0O 
oder 5,91°/,. — 9,109 mg Subst.: 2,818 mg AgJ = 0,372 mg CH,O oder 
6,15°/,. — 8,107 mg Subst.: 3,326 mg AgJ = 0,439 mg CH,O oder 5,42 °/. 
— 7,066 mg Subst.: 2,900 mg AgJ = 0,383 mg CH,O oder 5,42°/,. 

Stickstofformen. Amid-N. 10stiindige Veresterung. 0,4913¢ 
Subst: 4,21 cem 0,1 n. = 0,0059g N oder 1,20°/5. — Formol-NH,-N. 5stiin- 
dige Veresterung. 0,0663 g Subst.: 0,42 ccm 0,1 n. — 0,00059 g NH,-N 
oder 0,89°/,. —0,1051 g Subst.: a) 0,65 ecm 0,1 n; b) 0,61 ccm 0,1 n; Mittel: 
0,63 cem 0,1 n. = 0,00088 g NH,-N oder 0,84°/,. — 10stiindige Vereste- 
rung. 0,0714 g Subst.: 0,36 cem 0,1 n. = 0,00050 g NH,-N oder 0,70°/,. — 
0,0846 g Subst.: 0,45 cem 0,1 n. = 0,00063 g NH,-N oder 0,74°/,. — NH,-N 
nach Willstitter. 5stiindige Veresterung. 0,0805 g Subst.: 0,50 ccm 
0,1 n. = 0,00070 g NH,-N oder 0,87°/,. — 10stiindige Veresterung. 
0,09396 g Subst.: 0,54 cem 0,1 n. = 0,00076 g NH,—N oder 0,81 °/,. — NH,-N 
nach van Slyke. Einwirkung 1 Stunde. 5Sstiindige Veresterung. 
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0,0668 g Subst.: a) 1,08cem N (19°, 741,5 mm) = 0,602 mg NH,-N oder 
0,91°/,3 b) 1,06 cem N (18°, 741,5 mm) = 0,594 mg NH,-N oder 0,89°/,.. — 
10stiindige Veresterung. 0,0714 g Subst.: a) 1,11 ccm N (20°, 741,5mm) = 
0,616 mg NH,-N oder 0,86°/,; b) 1,08 cem N (19°, 741,5 mm) = 0,602 mg 
NH,-N oder 0,84°/,. 

Alkalibindungsvermégen. 5stiindige Veresterung. 0,0805 g 
Subst. in Wasser gelést: 0,46 ccm 0,1 n. — 0,1051 g Subst.: 0,65 ecm 0,1 n. — 
10stiindige Veresterung. 0,09396 g Subst.: 0,54 ccm 0,1 n. — 0,0846 g 
Subst.: 0,55 cem 0,1 n. 

Das Glycininmethylesterhydrochlorid erwies sich sehr leicht durch 
Siiure verseifbar, wie aus dem Ansteigen des Stickstoffgehaltes beim Um- 
fillen oder durch Auflésung in stirkerer Siure zu sehen ist: 

Aus n/10-Natronlésung mit starker Essigsiiure gefillt: 0,0618 g Subst. 
nach Kjeldahl: 7,03 ecem 0,1 n. = 0,0098 g oder 15,93°/, N. 

Aus Wasserlésung durch Zusatz von 34°/, H,SO, gefiillt: 0,2282 ¢ 
Subst. nach Kjeldahl: 25,55 cem 0,1 n. = 0,0358 g oder 15,67°/, N. 

Aus der Lésung in 1 Teil 80°/,iger Essigsiure + 1 Teil Alkohol durch 
Ather gefallt: 0,1884 g Subst. nach Kjeldahl: 21,91 cem 0,1 n. = 0,0307 g 
oder 16,24°/, N. 

Die in dieser Art umgefillten Stoffe gaben biuretreaktion und waren 
in Wasser nicht mehr ldslich. 

Das oben erwiihnte, leichter in Alkohol lésliche Priiparat enthielt 
nach Ausfillung mit Ather aus alkoholischer Lésung weniger Stickstoff. 
0,1423 g Subst. nach Kjeldahl: 13,98 cem 0,1 n. = 0,0196 g oder 13,75°/, } 


4. Abgespaltener Teil. Das etwas gelb gefiirbte HCl-haltige methyl- 
alkoholische Filtrat wurde beim Abdestillieren des Methylalkohols dunkel, 
trotzdem, noch bevor im Vakuum der Methylalkohol ganz verjagt war, 
mehrmals absoluter Methylalkohol zum besseren Vertreiben des HCl-Uber- 
schusses zugesetzt wurde. Eine Dunkelfiirbung schon wiihrend der Ver- 
esterung trat nur in einem schon erwiihnten Fall ein, wo weniger Methyl- 
alkohol und scheinbar schlechtere Kiihlung angewendet wurden. Die Ver- 
seifungszeit spielte keine Rolle. 

Stickstoffgehalt nach Kjeldahl: 0,0350 g Subst.: 2,02cem 0,1 n. = 
0,0028 g oder 8,08°/, N. — NH,-N-Gehalt nach van Slyke: 5 Minuten 
0,0571 g Subst.: 5,86 cem N (25°, 748 mm) = 3,199 mg oder 5,60°/, NH,-N; 
30 Minuten 0,0571 g Subst.: 8,35 cem N (25°, 748 mm) = 4,559 mg oder 
8,039/, NH,-N. Die Art der N-Entwicklung entspricht derjenigen von 
Ammonsalzen. Auf urspriingliches Eiwei8 berechnet sich der Stickstoff im 
abgespaltenen Teil zu 0,41°/). 

Tryptophan- und ‘Tyrosinreaktion fehlten. Histidinreaktion stark 
positiv. 

5. Verseifung des Glycininmethylesterhydrochlorids. 0,7938 ¢ 
Methylesterhydrochlorid des 10stiindigen Veresterungsversuches wurden in 
0,3 n-KOH-Lésung aufgelést und bei Zimmertemperatur 96 Stunden stehen 
gelassen. Wihrend dieser Zeit wurde vollige Konstanz des alkalischen 
Titers der Lésung erreicht, woraus auf eine vollstiindige Verseifung zu 
schlieBen war. 

Die Verseifung gebrauchte, berechnet auf 1 g Esterhydrochlorid, 
37,42 cem 0,1 n-Kalilauge. Da das Alkalibindungsvermégen pro 1 g Ester- 
S* 
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hydrochlorid 6,12 cem 0,1 n-Alkali entsprach, so wurden durch die frei- 
gemachten sauren Gruppen 31,30 cem 0,1 n-Alkali beschlagnahmt. Be- 
rechnet fiir 1 g der EiweiBkomponente entspricht dies 33,90 cem 0,1 n-Alkali, 
was bedingterweise 15,25°/, Carboxylgruppen im EiweiBteil entaprechen 
wiirde. Da die Methoxylbestimmung im Esterhydrochlorid 9,12°/, methoxy- 
lierbare Carboxylgruppen ergab (= 20,26 cem n/10) und auBerdem 0,88 
bis 1,06°/, saure Hydroxylgruppen berechnet wurden (= 5,18—6,22 ccm n/10), 
so war bei der Verseifung eine Zunahme von sauren Gruppen eingetreten, 
die 8,46—7,42 cem n/10 gleichkommt. Dies wiirde, bedingt auf Carboxyle 
berechnet, 3,71—3,34°/, freigemachter Carboxyle entsprechen. AuBer der 
Methoxylabspaltung war demnach noch eine Spaltung von polypeptid- 
artigen Bindungen oder eine Ringéffnung festzustellen. 

Die klare Verseifungslésung wurde 72 Stunden gegen wiederholt ge- 
wechseltes destilliertes Wasser dialysiert, wobei alle Cl-Ionen und eventuell 
gebildete niedrigmolekulare diffusionsfihige Bruchstiicke abgetrennt wurden. 
Da in der klaren Lésung durch Alkohol keine Fallung zu erzielen war, 
wurde sie einfach im Vakuum bei 40° zur Trockne gebracht. Die Substanz 
zeigte die typische Biuretreaktion. 

Zusammensetzung. 1,935 mg Subst.: 3,769 mg CO,, 1,373 mg H,O; 


C 53,12°/,, H 7,88°/.. — 2,385 mg Subst.: 4,695 mg CO,, 1,785 mg H,O; 
C 53,68°/,, H 8,31°/). — 2,901 mg Subst. nach Dumas-Preg]: 0,811 cem 
N (20°, 750 mm) = 0,351mg oder 12,11°/, N. — 3,184 mg Subst. nach 


Dumas-Pregl: 0,352 eem N (21°, 750 mm) = 0,395 mg oder 12,41°/, N. — 
3,917 mg Subst. nach Zeisl-Pregl: 0,154mg AgJ = 0,020 mg CH,0 oder 
0,52°/,. 

Ein anderer Teil des Methylesterhydrochlorids wurde mit sehr ver- 
diinnter Natronlauge bei kurzdauerndem Erwirmen verseift. Bei fehlender 
Ammoniakentwicklung trat deutliche Schwefelwasserstoffentwicklung ein. 

Der stark erniedrigte Stickstoffgehalt im dialysierten verseiften Pro- 
dukt muBte demnach durch Abspaltung diffusionsfihiger stickstoffreicher 
Gruppen bedingt gewesen sein. 

Die Aufspaltung wurde durch 24 stiindiges schwaches Kochen mit 
etwa 15 Teilen 33 bzw. 50°/,iger Schwefelsiiure (Gewichts-°/,) vorgenommen. 
Die Hauptmenge der Schwefelsiiure wurde nach Verdiinnen mit Baryt aus- 
gefillt, die Lésung mit Bariumcarbonat zum Entfernen des Ammoniaks 
eingeengt und das Filtrat nach Ansiuern mit Schwefelsiure nach A. Kiesel!) 
mit Ag,O behandelt. In der mit Salzsiiure und Schwefelsiiure zerlegten 
Silberfiillung wurde das Arginin nach der Menge des beim Kochen mit 
starker Natronlauge abgespaltenen Ammoniaks, das Histidin colorimetrisch 
nach Hanke und Koessler?) bestimmt. Im Filtrat von der Silberfillung 
wurde nach entsprechender Behandlung das Tyrosin colorimetrisch nach 
P. Thomas’), sowie der a- und w-Aminostickstoff nach van Slyke be- 
stimmt. Das Tryptophan wurde ohne Spaltung nach Fiirth und Dische’) 
in einer Sonderprobe colorimetrisch gemessen. 


1) Diese Z. 161, 147 (1926). 

2) J. of biol. Chan. 43, 527 (1920). 

8) Ann. de 1’Inst. Pasteur 36, 253 (1922). 
*) Biochem. Z. 146, 275 (1924). 
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6. Aufspaltung des Glycinins und seines Methylesterhydro- 
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" chlorids. 
» : Methylester- Methylester- 
; Wepin' hydrochlorid hydrochlorid 
‘i aie —— 5 stiind. Ver- | 10stiind. Ver- 
88 esterung esterung 
0), ee — ~ : : ————-— a " —_——— - ——— ' —— - — 
Verwendete Stoff- |, | | “- ' on 
7 ea 0,8384 0,8823 |, 10,1285] 1,1817 | 0,1091 | 1,0336  0,0973 
Pe ei oe | = S ‘ticiedagi on Se 
H,SO,-Konzentr. zahl © - . 
“i Gew.-°/, 33 50 33 0 50 0 
~ —————— = = —— > — — - 
-Histidin 8,49 3,71 | 3,58 | 2,98 2,62 
" Arginin 9,18 |9,38 | 9,28 7,69 8,00 — 
a Tyrosin . 1,78 | — | 1,78 | — | 1,48 - | 
ll Tryptophan — — | 1,59 | 1,59 — | 0 — | O 
n. a-NH,-N . . |6,02"/5,77*| 5,89 - 5,825 | — 5,167 
r, a+o-NH,-N. | 6,23% | 6,23*)| 6,23 5,88 ° 5,02 | 
1Z 
Analysen: 1. 1/;, Teil: 1,86 ccm N (25°, 744mm) = 1,010 mg N. — 
): 2. 1/.5: 1,91 ccm N (23,5°, 744 mm) = 1,045 mg N. — 3. */59: a) 1,80 ccm N 
). (19°, 747,5 mm) = 1,012 mg N oder 5,73°/,; b) 1,82 cem N (18°, 743,5 mm) 
a = 1,024 mg N oder 5,80°/,. — 4. 1/5): a) 2,03 eem N (19°, 743 mm) = 1,134 mg 
h N; b) 1,95 cem N (16°, 741,5 mm) = 1,103 mg N; ¢c) 1,90 cem N (18°, 742 mm) 














= 1,066 mg N. — 5. 1/55: 2,485 com N (22°, 746mm) = 1,375 mg N. — 
” 6. 4/59: 2,53 cem N (23° 746mm) = 1,391 mg N. — 7. 3/59: 1,90 ecm N (18%, 
743 mm) = 1,067 mg N. — 8. ?/;): 1,88 cem N (19°, 734,38 mm) = 1,038 mg N. 
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Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosduren. III. 


Die Trennung von Racematen optisch aktiver Aminosduren 
durch Glucosidbildung und die Synthese eines Tripeptidglucosides. 


Von 


Kurt Maurer und Bruno Schiedt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Jena.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Oktober 1932). 


Die von uns studierte Umsetzung von Aminosiiureestern mit 
Acetobromglucose!) bzw. Cellobiose hat zur Darstellung von Amino- 
siiureglucosiden und -cellobiosiden gefiihrt, Verbindungen, denen 
vom biochemischen Standpunkt aus besonderes Interesse entgegen- 
gebracht werden muB, begegnen sich doch beide Bausteine im 
Organismus sehr hiiufig. Ihre Neigung, miteinander in Reaktion 
zu treten, ist durch Arbeiten von Neuberg?), H. v. Euler’) sowie 
Waldschmidt-Leitz*) durch polarimetrische Messungen, durch 
Feststellung der Anderung der Molekelzahl in Gemischen beider 
Komponenten, durch Abnahme des reduktionsfihigen Zuckers und 
schlieBlich durch das Verhalten derartiger Kondensationsprodukte 
gegen Fermente sichergestellt worden. 

Nach Arbeiten von Euler und Josephsohn'), von Wald- 
schmidt-Leitz und Rauchalles*) wird die Spaltung von Di- 
peptiden mittels Erepsins durch Zusatz von Glucose gehemnt, 
und es ist an Hand des Untersuchungsmaterials die Frage dis- 
kutiert worden, ob die Bindung Aminosiiure—Zucker mit der Bindung 
Aminosiiure—Ferment in Analogie zu setzen ist. 

Aus den genannten Untersuchungen geht nicht hervor, in 
welcher Weise eine Verbindung von Aminosiiure mit dem Kohlen- 
hydrat zustande kommt. Von den zahlreichen Méglichkeiten, aut 


1) II. Mitt., Diese Z. 206, 125 (1932). 

*) Biochem. Z. 162, 496 (1925); 174, 464 (1926). 
8) Liebigs Ann. 467, 201 (1928). 

4) Ber. chem. Ges. 61, 645 (1928). 

5) Diese Z. 165, 259 (1926); 157, 122 (1926). 














Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosiuren. III. 111 


die schon friiher hingewiesen wurde, haben wir die N-glucosidische 
Verkupplung ausgewiihlt, da sie die reaktionsfiihigsten Stellen der 
heiden Partner zusammenbringt, und zuniichst nach diesem Gesichts- 
punkt synthetische Versuche angestellt. Es ergab sich, da ein- 
fache aliphatische Aminosiiuren und Dipeptide zur Glucosidbildung 
befiihigt sind. Die angewendeten Aminosiiuren waren optisch 
inaktiv, in den Fillen, in denen Racemate angewandt wurden, 
krystallisierten die Reaktionsprodukte nicht. Das erste 'Tripeptid, 
das in die Untersuchung einbezogen wurde, war das d,l-Leucyl- 
clycyl-glycin. Es gelang, das Cellobiosid als amorphes Pulver zu 
gewinnen und davon noch eine kleine Menge in Krystallen zu 
erfassen. Bedenkt man, daB vier Isomere bei der Kondensation 
entstehen kénnen (d und 1, ¢ und £), so iiberrascht diese Schwierig- 
keit nicht. 

Um das Verhalten optisch aktiver Aminosiiuren genau 
studieren zu kénnen, wurden neue Versuche mit dem C-Phenyl- 
glycinester und dem C-Phenylalaninester angestellt. Wir 
wihlten gerade diese aromatischen Abkémmlinge, weil wir eine 
bessere Krystallisationsfihigkeit erwarteten. Setzt man den 
racemischen C-Phenylglycinester mit Acetobromglucose um, so 
bilden sich in recht guter Ausbeute zwei isomere Verbindungen, 
die sich durch ihre verschiedene Loslichkeit leicht trennen lassen. 
Ks konnte bewiesen werden, daf die d- und die l-Form des 
?-a-Glucosides entstanden ist, denn die beiden Isomeren konnten 
leicht aus den optisch aktiven Aminosiiureestern dargestellt werden. 
In analoger Weise wurden die beiden isomeren f-Cellobioside 
erhalten und getrennt. 

Bei der Ubertragung der Reaktion auf den racemischen 
C-Phenylalaninester wird mit Acetobromglucose die theoretische 
Menge Bromwasserstoff abgespalten — bestimmt durch die Menge 
cebildeten Phenylalaninesterbromhydrates —, aber nur ein sirupéses 
Reaktionsprodukt erhalten, wiihrend die isomeren Cellobioside des 
d- und 1l-Esters in wohlausgebildeten Krystallen dargestellt 
werden konnten. Zur Glucosidsynthese ist es nicht notwendig, 
von dem Acetobromzucker auszugehen, die Synthese vollzieht sich 
auch, wenn man molekulare Mengen des Aminosiiureesters mit der 
2,3, 4, 6-Tetraacetylglucose vermischt und bei Raumtemperatur 
stehen laBt.!) Ein Beispiel wird hierfiir bei der Synthese des 
('-Phenylgiykokollester-glucosides gegeben. 


) Vgl. auch H. v. Euler, Liebigs Ann. 487, 163 (1931). 
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Methodisch sei noch bemerkt, dab die freien Aminosiureester 


aus den Salzen stets mit der berechneten Menge Natriummethylat 


gewonnen wurden, wodurch Reinheit und Ausbeute an Ester 


wesentlich verbessert werden konnten. Auf eine Unstimmigkeit 
der optischen Daten des I-Phenylglycinesters mit den Angaben 
EK. Fischers sei noch kurz hingewiesen. Nach E. Fischer?) 


dreht das 1-C-Phenylglycinester-chlorhydrat nach rechts und nur 


der freie Ester nach links. Wir fanden bei verschiedenen Priipa- 
raten fiir beide Verbindungen Linksdrehung. Die Daten finden 
sich im experimentellen Teil. 

Die neu gewonnenen Aminosiiureglucoside sind wie die frither 
beschriebenen alle gegen Alkali empfindlich, reduzieren also 
Fehlingsche Lésung. Die Cellobioside sind etwas stabiler als 
die Glucoside, reduzieren also langsamer. Von Siuren werden 
sie alle leicht gespalten. Die Verseifung mit alkoholischem 


Ammoniak fiihrte in allen Fillen zu sirupésen Substanzen, aut 


deren niihere Untersuchung deshalb vyorerst verzichtet wurde. 
Doch werden wir die Verseifung noch weiter studieren. Nur mit 
dem schon friiher dargestellten Sarkosinamid-glucosid wurden 
einige Spaltungsversuche unternommen. Als 8-Glucosid wird es 
von Emulsin zerlegt, wie polarimetrisch festgestellt wurde. Von 
Hefe wird es nur nach vorangehender Emulsinspaltung vergoren. 

In folgender Tabelle sind die Konstanten der neu dar- 
gestellten Verbindungen verzeichnet. 




















Acetat von Schmelzp. in ° | {@]p in Chloroform 
d-Phenylglycinester-glucosid. ..... 121 + 152,90° 
]-Phenylglycinester-glucosid...... 134 — 52,21° 
d-Phenylglycinester-cellobiosid ... . 144 + 43,48° 
]-Phenylglycinester-cellobiosid .... 186 - 24,34° 
d-Phenylalaninester-cellobiosid .... 176 + 0,37° 
1-Phenylalaninester-cellobiosid. ... . 184 — 19,50° 
Leucyl-glycyl-glycinester-cellobiosid ?) 193 + 16,20° 


Beschreibung der Versuche. 


Heptaacetyl-leucyl-glycyl-glycinester-cellobiosid. d,l-Leucyl-glycyl- 
glycinester setzt sich sowohl mit Acetobromglucose als auch mit 
Acetobromcellobiose um. Wihrend im ersten Falle kein krystalli- 
siertes Reaktionsprodukt zu fassen war, gelang es bei der Aceto- 


1) Ber. chem. Ges. 41, 1292 (1908). 
2) Ob d- oder 1-Estercellobiosid vorliegt, ist nicht entschieden. 
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r bromcellobiose, ein zuniichst amorphes Cellobiosid zu erhalten, von 
t dem ein Teil in Krystalle iibergefiihrt werden konnte. Das mangelnde 
r Krystallisationsbestreben ist auf die Bildung verschiedener Isomerer 
t zuriickzufiihren. 

l 1,75 g Acetobromcellobiose und 1,5 g d,l-Leucylglycyl-glycin- 
) ester wurden in wenig trockenem Benzol gelist und 5 Tage stehen 
r gelassen, wobei sich das Bromhydrat des Esters in weiBen Kry- 
; stallen abscheidet. Zum SchluB wurde noch 1 Stunde auf dem 
Wasserbad erwirmt, nach dem Erkalten filtriert, die Benzollésung 


mit Wasser gewaschen und im Vakuum eingedampft. Der zuriick- 
bleibende Sirup wird unter Petrolither fest, das getrocknete Pulver 


schmilzt bei 100° und reduziert Fehlingsche Lésung. 
3,485 mg Subst.: 0,130 cem N (20°, 745 mm). — 4,830 mg Subst.: 


| 0,180 eem N (19°, 745 mm). 
| C.,3H;;0.,N; (891) Ber. N 4,71 Gef. N 4,25, 4,27 
! 0,0972 g werden zu 5 ccm Chloroform gelést: 
0,0972 x 2x 20 

Aus der methylalkoholischen Liésung dieser amorphen Sub- 
stanz schieden sich nach liingerem Stehen kurze, sehr feine Nidel- 
chen ab. Sie schmolzen bei 193° und reduzierten Fehlingsche 
Lésung beim Kochen. 


4,173 mg Subst.: 7,868 mg CO,, 2,357 mg H,O. — 4,502 mg Subst.: 
0,184 cem N (21°, 750 mm). 
Ber. C 51,18 H 6,38 N 4,71 Gef. C 51,42 H632 N 4,68 
' Ob das Cellobiosid des d- oder l-Esters vorlag, konnte wegen 


der geringen Menge nicht entschieden werden. 


Tetraacetyl-C-phenylglycinester-glucosid. Das C-Phenylglycin 
wurde nach der Vorschrift von G. Stadnikoff und N. Zelinsky?) dar- 
gestellt. Der dazugehérige Ester ist von A. Kossel*) beschrieben worden, 
der ihn aus dem Esterchlorhydrat mit Alkali und Ather isolierte. Besser 
erhiilt man ihn auf folgende Weise. 

20 g Esterchlorhydrat werden in 100 ccm absolutem Alkohol geldst 
und unter guter Kiihlung 50 ccm Methanol zugesetzt, die 2,15 g Natrium 
enthalten. Vom ausgefallenen Natriumchlorid wird nach 10 Minuten ab- 
filtriert, im Vakuum weitgehend eingedampft, 50 cem Ather zugesetzt und 
nach Zusatz von Tierkohle von noch ausgefallenem Chlornatrium abfiltriert. 
Nach dem Abdampfen bleibt ein schwach gelb gefiirbtes Ol. Ausbeute 15 g. 

Zur Kupplung mit Acetobromglucose ist es nicht notwendig, den so 
gewonnenen Ester zu destillieren. Den Schmelzpunkt des Esterchlorhydrates 
fanden wir bei verschiedenen Priiparaten 202° (nach Kossel: 197", das 
Esterbromhydrat schmilzt bei 192°. 


1) Ber. chem. Ges. 41, 2063 (1908). =) Ber. chem. Ges. 24, 4145 (1591). 
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4,1 g Acetobromglucose und 3,6 g racemischer C-Phenyl- 
glycinester werden bei 50° zusammengeschmolzen und die Schmelze 
3 Tage bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wird die 
voldgelbe Masse mit Ather tiichtig durchgearbeitet, bis der Riick- 
stand fast wei8 und pulvrig geworden ist. Nach dem Filtrieren 
bleiben 2,5 g¢ Esterbromhydrat zuriick, die Atherlésung wird 
halogenfrei gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und zum 
Sirup verdampft. In wenig Alkohol gelést, beginnt nach mehr- 
tiigigem Stehen im Eisschrank die Krystallisation des Glucosides. 
Die abgesaugte und mit wenig kaltem Alkohol gewaschene Sub- 
stanz ist ein Gemisch von d- und 1-Esterglucosid. Zur Trennung 
ljst man in wenig warmem Tetrachlorkohlenstoff, beim Abkiihlen 
scheidet sich das Tetraacetyl-l-phenyl-glycinester-glucosid in dicken 
kurzen gliinzenden Nadeln ab. Es schmilzt bei 134° ohne Zer- 
setzung und reduziert Fehlingsche Lisung bei lingerem Kochen. 
Zur Analyse und Bestimmung der optischen Drehung wurde ein 
weiter unten beschriebenes Priiparat benutzt. 

4,040 mg Subst.: 0,095 cem N (20°, 747mm). — 5,040 mg Subst.: 
0,120 cem N (22°, 747 mm). 

C,,H,,0,,N (609) Ber. N 2,75 Gef. N 2,69, 2,71, 

0,1252 g Substanz werden zu 5 cem Chloroform gelést: 

—2,65 x 100 
lb = Sigs x 2 x20 

Das d-Glucosid befindet sich im Tetrachlorkohlenstoff und 
wird durch Zusatz von Petroliither in diinnen verfilzten Nadeln 
abgeschieden. Es schmilzt bei 121° und reduziert ebenfalls 
Fehlingsche Lésung beim Kochen. 

4,870 mg Subst.: 0,118 ceem N (22°, 747 mm). 

Ber. N 2,75 Gef. N 2,76. 
0,1164 g¢ werden zu 5 ccm Chloroform gelést: 
tape = - +7,12 x 100 | 
0,1164 x 2 x 20 

Hat man auf die beschriebene Weise Impfkrystalle der beiden 
Glucoside gewonnen, so ist die Trennung der beiden Isomeren 
auf folgende einfache Weise zu erreichen. 

Die alkoholische Lisung des sirupésen Rohproduktes, das 
aus der Atherlésung ausfillt, wird mit einigen Krystallen des 
l-Glucosides angeimpft und nach 24 Stunden die ausgeschiedene 
Krystallmasse abgesaugt. Sie wird in Ather gelést und das 
doppelte Volumen Petrolither zugefiigt. In wenigen Augenblicken 


= — 52,21°. 


= +152,9°, 
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beginnt die Krystallisation des ganz reinen 1-Glucosids. Der 
Schmelzpunkt bleibt 134°. 

Die alkoholische Mutterlauge vom 1-Glucosid wird mit d-Glu- 
cosid angeimpft, das d-Glucosid krystallisiert in diinnen verfilzten 
Nadeln. Durch Ather—Petroliither wird es wie das 1-Glucosid 
gereinigt. Schmelzp. 121° Gesamtausbeute 1,3 g, 

Zur Glucosidsynthese kann auch die 2,3, 4,6-Tetraacetyl- 
slucose ohne Zusatz kondensierender Mittel benutzt werden, wie 
folgendes Beispiel zeigt. 

3,48 g Tetraacetyl-glucose werden mit 1,8 g racemischem 
Phenylglycinester bis zur Schmelze erwirmt. Nach 2 Tagen wird 
die braune, griinlich fluoreszierende Schmelze mit wenig absolutem 
Alkohol angerieben und stehen gelassen. Nach einigen Tagen 
wird die gebildete Krystallmasse abgesaugt, sie enthiilt reines 
l-Glucosid, die zweite Krystallisation stellt ein Gemisch der Iso- 
meren dar, zum Schluf wird reines d-Glucosid erhalten. Gesamt- 
ausbeute: 1,4 g. Schmelzpunkt und Drehung sind mit denen der 
oben beschriebenen Priiparate identisch. 

Um entscheiden zu kénnen, ob die beschriebenen Verbindungen wirklich 
3-Glucoside des d- und |-Esters sind, wurde die Synthese mit optisch aktivem 
Ester ausgefiihrt. 

Das 1-Phenylglycin wurde nach den Angaben von Betti und Mayer’) 
gewonnen. Das 1-Phenylglycinester-chlorhydrat zeigte folgende Drehung: 

0,0638 g werden zu 10 ccm Wasser geldést: 

ve . Ree 100 

Lali’ = -0,0638 x 2x 10 

Der durch Zusatz der berechneten Menge Natriummethylat daraus ge- 


wonnene freie Ester ergab: 
— 3,10 x 100 
20 w= 2 —— = — 105,35° (Alkohol). 
alo” = 1464 x 2x 10 a 
5eem dieser Lésung (0,0732 g) wurden mit 5n-Salzsiure zu 10 ccm auf- 
cefiillt und polarimetrisch untersucht: 
—1,35 x 100 
MOD siti aicnince nines cmaecenacaen 
[als 0,0732 x 20 
Das Esterbromhydrat (194°) zeigte ebenfalls eine negative Drehung: 
- 1 
fa]p0 = 70:25 X 100 
0,1148 x 20 
Die Kondensation der Acetobromglucose mit ]-Phenylglycin- 
ester wurde in der gleichen Weise vorgenommen, die bei dem 
Racemat beschrieben ist. Das Glucosid krystallisiert aus der alko- 


= — 89,34° (E. Fischer [a], = + 88,95). 





- = — 92,35°. 





= — 21,78° (Wasser). 





1) Ber. chem. Ges. 41, 2071 (1908). 
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holischen Liésung sehr schnell aus. Schmelzp. 134% [e@]j? = 


-- 52.28% Die Verbindung ist also identisch mit dem einen der 


oben beschriebenen Glucoside. 

Heptaacetyl-C-phenyl-glycinester-cellobiosid. Acetobromcellobiose 
reagiert mit d,l-Phenylglycinester unter Bildung eines gut krystallisierenden 
Cellobiosides. Doch ist hier die Trennung der beideu Isomeren niclit 
einfach, auch eine getrennte Abscheidung nur schwer zu erreichen. Es 
ist deshalb zweckmiBiger, mit dem optisch aktiven Ester zu arbeiten. 

1,75 g¢ Acetobromcellobiose werden in 15 ccm Chloroform 
gelist und mit 0,9 g 1-Phenylglycinester versetzt. Nach 3 Tagen 
wird in einer Kiltemischung gekiihlt, vom ausgeschiedenen Ester- 
bromhydrat abfiltriert und die Chloroformlésung mit Eiswasser 
bromfrei gewaschen. Nach dem Eindampfen wird der Sirup in 
wenig Alkohol gelést. In diinnen Nadeln scheidet sich das Cello- 
biosid aus. Der Schmelzpunkt des mehrmals gereinigten Pro- 
duktes ist 186°. Es ist leicht léslich in Chloroform, Benzol und 
heiBem Alkohol, schwer léslich in Ather und unléslich in Petrol- 
iither. Fehlingsche Lésung wird nach lingerem Kochen kriftig 
reduziert. 

5,982, 5,374 mg Subst.: 0,089, 0,080 cem N (21°, 750 mm). 


Cyglly,Oi9N (797) Ber. N 1,75 Gef. N 1,71, 1,70. 
0,0986 g Substanz werden zu 10 cem Chloroform gelést: 
(]2° = ee ie EES 


-D “~ 0,0986 x 2 x 10 

Setzt mar. Acetobromcellobiose mit dem racemischen Ester 
um, so krystallisiert eine Substanz, deren Drehung und Schmelz- 
punkt tiefer legen als oben angegeben, und die sicherlich ein 
Gemisch der beiden Isomeren darstellt. Durch mehrfaches Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol wird das schon beschriebene 
l-Cellobiosid (Schmelzp. 186°) rein erhalten. 

Bei einem Ansatz krystallisierte durch Zufall zuerst eine 
Substanz aus, die einheitlich war und sich aus Alkohol in kurzen 
Stiibchen abschied. Sie schmolz bei 144°. 

6,011 mg Subst.: 0,092 cem N (21°, 750mm). 

Cy.H,,0,>N (797) Ber. N 1,75 Gef. N 1,75. 

0,0690 ¢ Substanz werden zu 5 cem Chloroform gelést: 


raygo = — £120 x 100 


——— 2 - = + 48,48° 
0,0690 x 2 x 20 sili a 


Die Substanz ist offenbar das f-Cellobiosid des d-Phenyl- 


elycinesters, 
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Heptaacetyl-7-phenylalaninester-cellobiosid. Die MKondensation 
von Phenylalaninester mit Acetobromglucose geht glatt vor sich. 
Die auf die iibliche Weise erhaltene Schmelze scheidet beim 
Aufarbeiten mit Ather die theoretische Menge Esterbromhydrat 





: ab. Der nach dem Abdampfen des Athers resultierende Sirup 
| krystallisierte aber selbst nach wochenlangem Aufbewahren im 


Kisschrank nicht. Das entsprechende Cellobiosid dagegen war 
| leicht krystallisiert zu erhalten. 

1,75 g Acetobromcellobiose werden in 15 ccm Chloroform 
gelést und mit 1g d,l-Phenylalaninester versetzt. Nach zwei- 
tiigigem Stehen wird von ausgeschiedenem Esterbromhydrat ab- 
filtriert, die Lésung mit Ejiswasser halogenfrei gewaschen, ge- 
trocknet und im Vakuum zum Sirup eingeengt. Zur Entfernung 
von noch anhaftendem Chloroform wird mit Petrolither durch- 
gerieben und dann in wenig Alkohol gelést. Nach kurzem Stehen 
im EKisschrank erstarrte die Lésung zu einem Krystallbrei. Wie 
zu erwarten war, lieBen sich unter dem Mikroskop zwei ver- 
schiedene Krystallformen erkennen: diinne, mehrfach gebogene 
Nadeln, die untereinander stark verfilzt sind, und gerade diinne 
Stiibchen. Beim Umkrystallisieren aus verdiinnter alkoholischer 
Lésung krystallisiert in der Hauptsache nur das 1-Cellobiosid, 
wihrend das d-Cellobiosid in der Mutterlauge bleibt, aus der es 
auf Zusatz von Wasser als verfilzte Krystallmasse gefillt wird. 
Nach nochmaligem Umkrystallisieren war — nach dem mikro- 

| skopischen Befund zu urteilen — das 1-Cellobiosid einheitlich, 
wahrend sich im d-Cellobiosid noch einige Stibchen des ersteren 
befanden. 

Das 1-Cellobiosid (diinne Stiibchen) schmilzt bei 184° ohne 
Zersetzung; es ist leicht léslich in Chloroform, Aceton, Essigester 
und heiBem Alkohol, schwer léslich in Ather und unlislich in 
Petroliither. 

0,0846 g Substanz werden zu 5 cem CHCl, gelist: 

fail) a= = 0488 X 100 
0,0846 x 2 x 20 

Das d-Cellobiosid (verfilzte Nadeln) schmilzt bei 176° Die 
Lislichkeitsverhiltnisse sind annihernd die gleichen wie beim 
Isomeren, in Alkohol lést es sich leichter. 


=— 19,50°. 


0,0548 g Substanz werden zu 5 ecm CHCl, gelist, _ = + 0,08". 


ry2te * 0,08 x 100 
0,0548 X 2 x 20 


len ] = = + 0,37°, 
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l-Cellobiosid. 4,825 mg Subst. gaben 0,074 cem N (24°, 756 mm). — 
d-Cellobiosid. 4,775 mg Subst. gaben 0,070 ccm N. 

C,,H,,0,,N (811) Ber. N 1,65 Gef. N 1,75, 1,68. 

Das Phenylalanin wurde nach Fischer iiber die Benzyl- 
malonsiiure dargestellt.1) Um aus dem Esterchlorhydrat den Ester 
in Freiheit zu setzen, war die Natriummethylatmethode der nach 
Fischer?) vorzuziehen. 

Spaltungsversuche am Sarkosinamid-glucosid. 1. Verhalten des 
Sarkosinamid-glucosids in wiiBriger Lisung: 0,2067 g Substanz 
werden zu 5 ccm Wasser gelist. [a]j° =+ 14,88°. Dieser Wert 
iinderte sich nicht. 

2. Verhalten in salzsaurer Lisung: 0,2614 g Substanz werden 
zu 10 ccm Wasser gelést, die die zur Salzbildung erforderliche 
Menge Salzsiiure enthalten. Der abgelesene Drehwinkel war 
sofort konstant. [@], =+ 38,17°. Auf die vorhandene Glucose- 
menge umgerechnet ergab sich [@], = + 51,81°. 

3. Spaltung mit Emulsin: 0,1584 g Substanz werden zu 5 ccm 
einer frisch bereiteten wiBrigen Emulsinlésung gelést, 3 Tage bei 
37° aufbewahrt und nach dem Filtrieren polarisiert. ¢@ = -+ 0,81°. 
Drehung der Emulsinlésung: «@ =— 0,2° Gesamtdrehung: ¢ = 
+ 1,01°. [a], =+ 31,88% Fir die vorhandene Menge freier 
Glucose berechnet sich [@], = + 44,30°. 

Kine Probe dieser Liésung mit Hefe versetzt, entwickelt 
reichlich Kohlendioxyd, wiihrend die Kontrolle ohne Emulsin 
unveriindert bhieb. 


1) Ber. chem. Ges. 37, 3062 (1904). 
*) Ber. chem. Ges. 34, 433 (1901). 
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Bildung und Umlagerung der Cholesterylather. 
Von 


Theodor Wagner-Jauregg und Lotte Werner. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1932.) 


Obwohl in der Gruppe der Sterine Isomerenpaare, die sich 
uur durch die riumliche Anordnung der Hydroxylgruppe unterschei- 
den (Sterine und Episterine), bekannt sind und sich wechselseitig 
ineinander umlagern lassen, ist es bisher nie gelungen derartige 
Kipimerisierungen mittels Substitutionsreaktionen (Waldensche Um- 
kehrung) durchzufiihren. Im Verlauf von Versuchen, Waldensche 
Umkehrung in der Cholesterinreihe auszufiihren’), untersuchten 
wir auch die Kinwirkung von Alkalihalogeniden auf Cholesteryl- 
chlorid- und -bromid. Es traten dabei aber nicht die gewiinschten 
Substitutionen ein, sondern die Reaktionen nahmen einen anders- 
artigen Verlaut. 

Erhitzte man Cholesterylbromid mit Natriumjodid in Aceton- 
lisung auf 100—125°, dann wurde HBr abgespalten, und es entstand 
in bemerkenswert guter Ausbeute Cholestadien (Schmelzp. 77—78°, 
|, In Toluol = — 65,4°).?) Da im Cholesterylbromid die Doppel- 
bindung und das Bromatom offenbar dieselbe relative Lage be- 
sitzen wie die Doppelbindung und die Carbonylgruppe im Chole- 
stenon (Formel I)*), so sollte das erhaltene Cholestadien ein 
System konjugierter Doppelbindungen im Ring | besitzen (Formel I1). 
Ks gelang uns jedoch nicht 


1) L. Werner, Dissertation: Substitutionsreaktionen und Umlage- 
rungen in der Reihe des Cholesterins. Universitit Berlin, 1932/33. 

*) Nachtrag bei der Korrektur: In einem Versuche wurde das 
Erhitzen, zwecks Abstumpfung der bei der Reaktion freiwerdenden Mineral- 
siiure, unter Zusatz von Piperidinacetat vorgenommen. Das erhaltene 
Cholestadien schmolz bei 77—78° und besaB ein [a]p = — 103°. [Vgl. dazu 
A. Ch. Bose u. W. Doran, J. chem. Soc. Lond. 2244 (1929)}. 

*) Menschick, Page und Bossert, Liebigs Ann. 495, 225 (1932); 
R. Tschesche, Liebigs Ann. 498, 185 (1932). 
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O=C C CH, HC C CH, 
er gill gael 
CH CH, CH CH, 


an das Cholestadien in siedendem Toluol Maleinsiiure-Anhydrid 
zu addieren. 

Beim Erhitzen von Cholesterylchlorid oder -bromid mit 
Lithiumchlorid in Alkoholen auf 125° bildeten sich die entspre- 
chenden Cholesteryliither. Der Zusatz von Lithiumchlorid erwies 
sich spiiter als tiberfliissig. Die Leichtigkeit, mit der die Chole- 
sterylhalogenide Ather liefern, ist! auffallend. Sie erinnern in 
dieser Kigenschaft an den Cholesteryl-toluol-sulfosiiure-ester’), der 
nach W. Stoll?) beim Kochen mit Alkoholen in Ather iibergeht. 
Die Analogie wird vervollstiindigt durch die Tatsache, daB beim 
Erhitzen von Cholesterylchlorid mit Methylalkohol und Kalium- 
oder Lithiumacetat der von W. Stoll’) aus dem Toluol-sulfosiure- 
ester des Cholesterins auf dem gleichen Wege hergestellte isomere, 
rechtsdrehende Cholesterylither entsteht. 

Zur Entscheidung der Frage, ob Isomerisierung erst nach 


der Veriitherung erfolgt, erhitzten wir normalen Cholesterylmethyl- 


ther mit 1 Mol HCl und 6 Molen Kaliumacetat in Methylalkohol 
16 Stunden auf 130°; dabei trat keine Umlagerung ein. Wurde 
aber der isomere Ather mit 1 Mol HCl in Methylalkohol auf 130° 
erhitzt, dann lagerte er sich in den normalen Ather um. Die 
Umlagerungsversuche sprechen dafiir, daB bei der Atherbildung 
primiir der isomere Ather entsteht, der unter der Wirkung der 
Salzsiiure in den normalen Ather umgelagert wird. Die Wirkung 
der Acetate beruht offensichtlich nur auf einer Abstumpfung der 
bei der Reaktion auftretenden Salzsiiure. 

Die Tatsache, daB sich in stark saurer Lésung dic normalen, in 
schwach saurer die isomeren Ather bilden, macht folgende Beobachtung 
verstiindlich: Die normalen, linksdrehenden Cholesterylither entstehen nach 
©. Diels und Blumberg’) auch beim Erhitzen von Cholesterylchlorid mit 
Alkoholen in Gegenwart von angeiitztem Magnesium. Wir erhielten bei 
einem derartigen Ansatze den rechtsdrehenden, isomeren Cholestery]- 


methyliither. Es wiire denkbar, da8 der Reaktionsverlauf von der Tempe- 
ratur, yom Feuchtigkeitsgehalt des Alkohols und dem Zustand des Magne- 


) K. Freudenberg und Hess, Liebigs Ann. 448, 128 (1926). 
®) Diese Z. 207, 147 (1932). 
*) Ber. chem. Ges. 44, 2847 (1911). 
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siums (ob stiirker oder schwiicher angeiitzt) beeinfluBt wird. Von diesen 
Faktoren diirfte die Auflisungsgeschwindigkeit des Magnesiums unter 
Alkoholatbildung abhiingen, und durch diese wird die Aciditiit der Lésung 
wihrend der Veriitherung bestimmt sein. 

Die Hydrierung des normalen Cholesterylmethy!l- 
‘ithers hieferte in guter Ausbeute ein Dihydroprodukt vom 
Schmelzp. 82,5—83°, das offenbar der Methyliither des Dihydro- 
cholesterins (8-Cholestanols) ist. Dieser Ather besitzt ein [a], 
von + 20,0° (CHCI,); seine spez. Drehung ist also sehr iihnlich 
der des Dihydrocholesterins ((¢], = + 23°). Auch Cholesterin 
und sein normaler Methylither unterscheiden sich nur wenig im 
Drehungsvermigen ([e],, = — 38° bzw. — 39°). Bei 11/, stiindigem 
Krhitzen mit der 6fachen Menge konz. Salzsiiure im Bombenrohr 
auf 100° blieb der Methyliither des Dihydrocholesterins unver- 
‘indert. Beim Verseifen mit Bromwasserstoff in Hisessiglésung 
entstand ein Cholestanylbromid. 

Bei der katalytischen Hydrierung des isomeren Chole- 
sterylmethylithers entsteht ein nicht krystallisierendes Ol.) 
Das Auftreten dliger Hydrierungsprodukte spricht dafiir, daB sich 
hei der Wasserstoffaddition an den isomeren Ather ein Gemisch 
von Isomeren bildet. Diese Tatsache liBt vermuten, dab die 
Doppelbindung im isomeren Ather, ebenso wie im normalen Ather, 
an einer Ringverzweigungsstelle sitzt. Wir bestimmten die spez. 
Drehung des Hydrierungsgemisches in Eisessig zu [e]’f = +23,1°. 
Durch Umloésen bei tiefer Temperatur konnten wir das bei der 
Hydrierung entstandene Ol groBenteils zur Krystallisation bringen. 
Die erhaltenen Krystalle besaBen die Zusammensetzung eines 
hydrierten Cholesterylmethylithers und schmolzen bei 78—78,5°. 
Wir isolierten sie in gleicher Ausbeute auch aus einem Hydrie- 
rungsgemisch, welches 11/, Stunden mit konz. Salzsiiure im Bom- 
benrohr auf 100° erhitzt worden war. Durch besonders leichte 
Verseitbarkeit zeichnet sich demnach der hydrierte isomere Ather 
nicht aus.) 


Von den zur Diskussion stehenden Lagen der Doppelbindung iim 
Cholesterin (o,f- und §,y-Stellung zum Hydroxyl) scheint uns nur die 
«,3-Stellung die Reaktionsfihigkeit seines Toluolsulfosiureesters und der 
Cholesterylhalogenide zu erkliren.*) Die noch erérterte Méglichkeit, dab 

1) W. Stoll, a. a. O. 

*) Nachtrag bei der Korrektur: Beim Erhitzen mit Bromwasser- 
stoffsiiure in Fisessig auf 160° lieferte der hydrierte, isomere Ather Cholestan. 

°) Mit Hydrierung der Doppelbindung geht die Reaktionsfihigkeit des 
Toluolsulfosiureesters verloren (W. Stoll, a.a.0O., S. 149). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXTIT. 9 








120) Theodor Wagner-Jauregg und Lotte Werner, 


H,C | H,C | 
H,C | CH H,C | CH 
ta Pde Pa ata 
, H,C CC CH 7 HC CC CH 
| I] IL | I | I | 
O=C CC CH, HG © i O8, 
* hia al” ga” 
CH CH, CH CH, 


an das Cholestadien in siedendem Toluol Maleinsiiure- Anhydrid 
zu addieren. 

Beim Erhitzen von Cholesterylchlorid oder -bromid mit 
Lithiumchlorid in Alkoholen auf 125° bildeten sich die entspre- 
chenden Cholesteryliither. Der Zusatz von Lithiumchlorid erwies 
sich spiiter als iiberfliissig. Die Leichtigkeit, mit der die Chole- 
sterylhalogenide Ather liefern, ist! auffallend. Sie erinnern in 
dieser Kigenschaft an den Cholesteryl-toluol-sulfosiure-ester+), der 
nach W. Stoll?) beim Kochen mit Alkoholen in Ather iibergeht. 
Die Analogie wird vervollstindigt durch die Tatsache, daB beim 
Erhitzen von Cholesterylchlorid mit Methylalkohol und Kalium- 
oder Lithiumacetat der von W. Stoll’) aus dem Toluol-sulfosiure- 
ester des Cholesterins auf dem gleichen Wege hergestellte isomere, 
rechtsdrehende Cholesterylither entsteht. 

Zur Entscheidung der Frage, ob Isomerisierung erst nach 
der Veriitherung erfolgt, erhitzten wir normalen Cholesterylmethyl- 
iither mit 1 Mol HCl und 6 Molen Kaliumacetat in Methylalkohol 
16 Stunden auf 130°; dabei trat keine Umlagerung ein. Wurde 
aber der isomere Ather mit 1 Mol HCl in Methylalkohol auf 130° 
erhitzt, dann lagerte er sich in den normalen Ather um. Die 
Umlagerungsversuche sprechen dafiir, daB bei der Atherbildung 
primiir der isomere Ather entsteht, der unter der Wirkung der 
Salzsiiure in den normalen Ather umgelagert wird. Die Wirkung 
der Acetate beruht offensichtlich nur auf einer Abstumpfung der 
bei der Reaktion auftretenden Salzsiiure. 

Die Tatsache, daB sich in stark saurer Lésung die normalen, in 
schwach saurer die isomeren Ather bilden, macht folgende Beobachtung 
verstiindlich: Die normalen, linksdrehenden Cholesterylither entstehen nach 
0. Diels und Blumberg’) auch beim Erhitzen von Cholesterylchlorid mit 
Alkoholen in Gegenwart von angeiitztem Magnesium. Wir erhielten bei 
einem derartigen Ansatze den rechtsdrehenden, isomeren Cholestery]- 


methyliither. “Es wiire denkbar, daB der Reaktionsverlauf von der Tempe- 
ratur, yom Feuchtigkeitsgehalt des Alkohols und dem Zustand des Magne- 


) K. Freudenberg und Hess, Liebigs Ann. 448, 128 (1926). 
2) Diese Z. 207, 147 (1982). 
*) Ber. chem. Ges, 44, 2847 (1911). 
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siums (ob stirker oder schwiicher angeiitzt) beeinfluBt wird. Von diesen 
Faktoren diirfte die Auflisungsgeschwindigkeit des Magnesiums unter 
Alkoholatbildung abhiingen, und durch diese wird die Aciditit der Liésung 
wihrend der Veriitherung bestimmt sein. 

Die Hydrierung des normalen Cholesterylmethy]- 
fithers lieferte in guter Ausbeute ein Dihydroprodukt vom 
Schmelzp. 82,5—83°, das offenbar der Methyliither des Dihydro- 
cholesterins (@-Cholestanols) ist. Dieser Ather besitzt ein [a], 
von + 20,0° (CHCI,); seine spez. Drehung ist also sehr iihnlich 
der des Dihydrocholesterins ((@], = + 23°). Auch Cholesterin 
und sein normaler Methylither unterscheiden sich nur wenig im 
Drehungsvermégen ([e], = — 38° bzw. — 39°). Bei 11/, stiindigem 
Krhitzen mit der 6fachen Menge konz. Salzsiiure im Bombenrohr 
auf 100° bleb der Methylither des Dihydrocholesterins unver- 
‘indert. Beim Verseifen mit Bromwasserstoff in Kisessiglésung 
entstand ein Cholestanylbromid. 

Bei der katalytischen Hydrierung des isomeren Chole- 
sterylmethylithers entsteht ein nicht krystallisierendes Ol.) 
Das Auftreten 6liger Hydrierungsprodukte spricht dafiir, daB sich 
hei der Wasserstoffaddition an den isomeren Ather ein Gemisch 
von Isomeren bildet. Diese Tatsache lift vermuten, dab die 
Doppelbindung im isomeren Ather, ebenso wie im normalen Ather, 
an einer Ringverzweigungsstelle sitzt. Wir bestimmten die spez. 
Drehung des Hydrierungsgemisches in Eisessig zu [@]’p = +23,1°. 
Durch Umlisen bei tieter Temperatur konnten wir das bei der 
Hydrierung entstandene Ol grofenteils zur Krystallisation bringen. 
Die erhaltenen Krystalle besaBen die Zusammensetzung eines 
hydrierten Cholesterylmethylithers und schmolzen bei 78—78,5°. 
Wir isolierten sie in gleicher Ausbeute auch aus einem Hydrie- 
rungsgemisch, welches 1!/, Stunden mit konz. Salzsiiure im Bom- 
benrohr auf 100° erhitzt worden war. Durch besonders leichte 
Verseitbarkeit zeichnet sich demnach der hydrierte isomere Ather 
nicht aus.”) 


Von den zur Diskussion stehenden Lagen der Doppelbindung iin 
Cholesterin (o,f- und #,y-Stellung zum Hydroxyl) scheint uns nur die 
«,8-Stellung die Reaktionsfihigkeit seines Toluolsulfosiiureesters und der 
Cholesterylhalogenide zu erkliren.*) Die noch erérterte Méglichkeit, dab 

1) W. Stoll, aa. O. 

*) Nachtrag bei der Korrektur: Beim Erhitzen mit Bromwasser- 
stoffsiiure in Fisessig auf 160° lieferte der hydrierte, isomere Ather Cholestan. 

5) Mit Hydrierung der Doppelbindung geht die Reaktionsfiihigkeit des 
Toluolsulfosiureesters verloren (W. Stoll, a.a.0O., S. 149). 
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die Kohlenstoffdoppelbindung im Cholesterin eine andere Lage einnimmt 
als im Cholestenon') (Formel I), wo sie nach zwei verschiedenen Methoden 
bewiesen wurde, ist darnach auszuschliefen.*) Das Cholesterin ist somit ein 
substituierter Allylalkohol. Bei Substitutionsreaktionen der Cholesteryl- 
halogenide wird man mit Umlagerungen nach dem bekannten Schema der 
Allylverschiebung zu rechnen haben: 
Yy 
R-U=b—G-X ae XZ + Reb 


In der treibenden Kraft der Allylverschiebung erblicken wir die 
Ursache der Bildung der isomeren Ather. 


ROH | 
m 4H | | a Lj] Iv 
“ ee Naa Re | 

Das Verhalten des hydrierten, isomeren Methylithers beim Erhitzen 
mit Salzsiiure stellt jedoch die Anwesenheit einer tertiiren Alkoxylgruppe, 
die nach Formel IV zu erwarten wiire, in Frage. Vermutlich kommt die 
molekulare Umlagerung mit der primiiren Phase III > IV nicht zum 


AbschluB. 





Versuche. 


Darstellung von Cholestadien aus Cholesterylbromid. 1 Mol 
Cholesterylbromid wurde mit 2 Molen Natriumjodid in Aceton 
16 Stunden lang im Bombenrohr auf 100° bis 125° erhitzt. (Ohne 
Natriumjodid, oder wenn mit Natriumjodid unter RiickfluB er- 
hitzt wurde, trat keine Umsetzung auf.) Beim Erkalten fielen 
schéne Nadein aus, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Aceton bei 77—78° schmolzen. 


[a]!,2 = (— 0,88° x 100) : (0,581 x1) = — 65,4° (Toluol) 


3,779 mg Subst.: 12,195 mg CO, und 4,11 mg H,O. 
C,,H, Ber. C 87,95  H 12,05 
Gef. C 88,01  H 12,17. 


Darstellung der normalen Cholesterylather aus Cholesterylchlorid. 
a) Methylither: Cholesterylchlorid (bzw. -bromid) wurde mit oder 
ohne Zusatz von Lithiumchlorid in absolutem Methanol in der 
Wirme gelést und im Bombenofen 16 Stunden lang auf 125° er- 
hitzt. (Beim Kochen unter Riickflu8 trat keine Umsetzung auf.) 


1, §. Tschesche, a. a. O0., S. 187, FuBnote 4. 

?) In diesem Zusammenhang ist auch die Feststellung zu erwihnen, 
daB bei der Reduktion des Cholestenons mit Natrium und Alkohol neben 
Dihydrocholesterin uud ,,9-Cholesterin“ auch Cholesterin entsteht. (Th. Wag: 
ner-Jauregg u. L. Werner, Diese Z. 208, 73 (1932). 
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Die alkoholische Lésung wurde auf zwei Drittel ihres Volumens 
eingeengt, wobei schéne Nadeln ausfielen. Diese schmolzen nach 
dem Umkrystallisieren und Trocknen im Hochvakuum bei 82—83", 
und gaben mit dem aus dem Toluolsulfosiiureester des Cholesterins 
nach Stoll dargestellten normalen Ather keine Schmelzpunkts- 
depression. 

[a]22 = (— 0,76° x 100): (1,804 x 1) =— 42,1° (CHCI,). [a], in Eis- 
essig =— 42°, 

4,667 mg Subst.: 2,582 mg AgJ. 

C,,H,.0 Ber. OCH, 7,75 Gef. OCH, 7,31. 

b) Athylaither: Analog zum Methylither wurde der normale 

Cholesterylithylither hergestellt. Schmelzp. 89°. 


[o],° = (— 0,32° x 100): (0,884 x 1) = — 36,2° (CHCI,). 
3,682, 3,573 mg Subst.: 11,235, 10,93 mg CO,, 3,970, 3,830 mg H,O. 


C,5H;,0 Ber. C 83,98 H 12,16 
Gef. ,, 83,22, 83,45 5, 12,06, 12,00. 
3,605 mg Subst.: 1,917 mg AgJ. 
Ber. C,H,O 10,87 Gef. C,H,O 10,20. 


Darstellung des isomeren Cholesterylmethylathers aus Cholesteryl- 
chlorid. 1,5 g Cholesterylchlorid wurden mit 6 Molen Kalium- 
oder Lithiumacetat in trocknem Methanol 6 Stunden im Bomben- 
ofen auf 130° erhitzt und wie oben aufgearbeitet. Die Krystalle 
zeigten nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Aceton und 
Trocknen im Hochvakuum einen Schmelzpunkt von 80°. Mit dem 
isomeren, nach Stoll dargestellten Cholesterylmethyliither gaben 
sie keine Depression, dagegen mit dem normalen Ather. 

[a]2° = (+ 0,89° x 100): (1,696 x 1) = + 51,82° (CHCI,). 

5,210, 5,872 mg Subst.: 3,09, 3,29 mg AgJ. 

C,,H,,0 Ber. OCH, 1,75 Gef. OCH, 7,83, 8,09. 

Methylither des Dihydrocholesterins. Normaler Cholestery!- 
methylither wurde in EKisessiglésung mit Platinmohr und Wasser- 
stoff hydriert. Der Dihydrokérper (flache Nadeln) besaB nach Um- 
krystallisieren aus Aceton den Schmelzp. 82,5—83°. 

[a]2° = (+ 0,45° x 100): (2,248 x 1) = + 20,0° (CHCI,). 

3,564, 3,763 mg Subst.: 10,92, 11,54 mg CO,, 3,89, 4,20 mg H,0. 

C,,.H;,0 Ber. C 83,50 H 12,52 
Gef. ,, 83,56, 83,64 », 12,58, 12,49. 
Verseifungsversuche. a) Mit wiBriger Salzsiiure. Bei 


11/,-stiindigem Erhitzen mit der 6fachen Menge konzentrierter 
g* 
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Salzsiiure im Bombenrohr auf 100° blieb der Dihydrocholestery]- 


ither unverindert. 

b) Mit Bromwasserstoffsiure. 0,4 g hydrierter Ather 
wurden in Kisessiglésung mit 66°/, iger Bromwasserstoffsiiure 
6 Stunden lang auf 130° erhitzt. Es wurde ausgeithert und die 
Atherlésung mit Bicarbonatlésung gewaschen. Nach dem Ab- 
dampfen des Athers hinterblieb eine Substanz, die nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Aceton—Alkohol-Mischung bei 59 
bis 61° schmolz und eine stark positive Beilstein-Reaktion gah. 

3,894, 3,726 mg Subst.: 10,125, 9,765 mg CO,, 3,61, 3,55 mg H,O. - 
1,157 mg Subst.: 0,485 mg AgBr. 

C,,H,,Br Ber. C 71,79 H 10,50 Br 17,71 

Gef. ,, 70,81, 71,07 ,, 10,38, 10,66 ,, 17,84. 

Hydrierung des isomeren Cholesterylmethylathers. Der isomere 

Ather wurde genau so wie der normale Ather hydriert. 


(«2° = (+ 0,30° x 100): (1,300 x 1) = + 23,1° (Kisessig). 


JD 

Nach dem Verdampfen des Eisessigs im Vakuum krystalli- 
sierten wir das 6lige Hydrierungsprodukt mehrmals aus Aceton 
um, unter Abkiihlung der Lésung mit Kohlensiiureschnee—Aceton- 
Mischung. Schmelzp. 78—78,5°. Mit dem Methylither des Di- 
hydrocholesterins gaben die Krystalle eine Schmelzpunktsdepression. 

8,779 mg Subst.: 12,83 mg CO,, 4,335 mg H,0. 

C,,H,,0 Ber. C 83,50 H 12,52 Gef. C 83,72 H 12,83. 


Verseifungsversuch: Das d6lige Hydrierungsprodukt er- 
hitzten wir mit 5 Gewichtsteilen konzentrierter HCl im Bombenrohr 
11/, Stunden lang auf 100°. Das erhaltene Ol lieferte nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Aceton Krystalle vom 
Schmelzp. 73—78,5 °, die keine Depression mit dem hydrierten Ather 
vom Schmelzp. 78—78,5° gaben. 

3,624, 3,776 mg Subst.: 11,12, 11,60 mg CO,, 4,05, 4,205 mg H,O. 


C,,H,,0 Ber. C 83,50 H 12,52 
Gef. ,, 83,68, 83,78  ,, 12,51, 12,87. 


Der Firma C. H. Boehringer Sohn A.-G., Nieder- Ingelheim 
a. Rhein-Hamburg sind wir fiir die Uberlassung gréferer Mengen 
von Cholesterin zu groBem Danke verpflichtet. 














Uber das Vanadiumchromogen des Ascidienblutes. 


Von 
M. Henze. 
(Gemeinsam mit R. Stéhr und R. Miiller.) 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck 
und der Zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 1932.) 


In linger zuriickliegenden Arbeiten') haben wir Beob- 
achtungen iiber das Blut der Ascidien, speziell der Phallusia 
mamillata mitgeteilt. Das interessanteste dabei war wohl die 
Tatsache, daB sich bei diesen Tieren Blutkérperchen finden, die 
eine organische Vanadiumverbindung enthalten, welche in einem 
stark saueren Milieu, nimlich in einer etwa 3°/, igen Schwefel- 
siure gelést ist. Diese saueren Zellen selbst flottieren in einem 
Plasma, das die normale Reaktion von etwa p,, = 7 besitzt. 

Im vergangenen Friihjahr hatten wir Gelegenheit, an der 
Zoologischen Station zu Neapel einige weitere Beobachtungen an 
diesen Tieren anzustellen und wir méchten auch hier unsere 
Dankbarkeit fiir das liebenswiirdige Entgegenkommen der Herren 
Prof. Dr. Dohrn und Dr. Califano zum Ausdruck bringen. 


I. Die Vanadiumverbindung. 


a) Chemische Analyse. 


Obwohl sich einige Angaben iiber die chemische Zusammen- 
setzung des Vanadiumkomplexes bereits in einer der friiheren 
Mitteilungen finden, haben wir nunmehr die Verbindung voll- 
kommen durchanalysiert. Die Isolierung der Vanadiumverbindung 
erfolete in der friiher beschriebenen Weise. Das Blut wurde 
zentrifugiert, das Plasma abgegossen und die Winde des Zentri- 
fugenglases von den Resten des Plasmas sorgfiltig mit einem 
reinen Leinentuch befreit. Nachdem die Blutkérperchen mit 
destilliertem Wasser hiimolysiert worden waren, wurde scharf 
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zentrifugiert und die ,braune Liésung“ abgegossen. Die letztere 
wurde mit n/10-Natronlauge genau neutralisiert (freie Schwefel- 
siiure), wobei sich die Vanadiumverbindung zunichst in braunen 
Flocken abscheidet, die aber schnell durch weitere Aufnahme 
von Luftsauerstoff die tief blauschwarze Farbe der Endoxydations- 
stufe annehmen. Der Niederschlag wurde durch fortgesetztes 
Waschen mit Wasser, Alkohol, Ather auf der Zentrifuge von den 
letzten Salzspuren usw. befreit, das blauschwarze Produkt im 
Achatmorser feinst zerrieben und zur Analyse im Vakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet. 


3,958 mg Subst.: 5,672 mg CO,, 1,596mg H,O. — 6,254 mg Subst.: 
8,928 mg CO,, 2,588 mg H,O. — 6,974 mg Subst.: 9,940 mg CO,, 2,958 mg 
H,O. — 4,902 mg Subst.: 0,334 cem N (21°, 709 mm). — 17,142 mg Subst.: 
0,498 cem N (23°, 712 mm). 

Gef. C 39,08, 38,93, 38,87 H 4,51, 4,68, 4,75 N 7,38, 7,53. 
Gliihriickstand im Schiffehen . . . 0,704 1,136 1,242 mg 
Umgerechnet auf 9, V. . . . . . 9,96 10,16 9,96 %/, 


Zur Vanadiumbestimmung wurde die Substanz im Kjeldahlkélbchen mit 
konz. Schwefelsiiure unter Zusatz einiger Kérnchen Permanganat zerstért. 
Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und mittels reiner Schwef.- 
liger Siiure (nicht mit Natriumbisulfit!) das Vanadiumsalz zur V,0,-Stufe redu- 
ziert und durch Durchleiten von CO, in der Hitze SO, vollstindig ver 
trieben. Dann wurde mit n/100-Permanganat in der Hitze titriert. 


1. 30,378 mg Subst. verbrauchten 6,02 ccm n/100-Permanganat. — 
2. 36,306 mg Subst. verbrauchten 7,22 ccm n/100-Permanganat. 
Gef. 1. V 10,14 2. V 10,19. 


Der schon friher festgestellte auffallend hohe Vanadium- 
gehalt des Chromogens hat sich also bestiatigt. Sehr niedrig ist 
der N-Gehalt, der rund nur die Hilfte des N-Gehaltes eines 
normalen KiweiBkérpers betrigt. Selbst wenn man bei Be- 
rechnung der Elementaranalyse das Vanadium in Abzug bringt, 
iindert dies wenig an dieser T'atsache. Das gleiche gilt fiir den 
C-Wert. Es fragt sich also, ob wir es iiberhaupt mit einem 
Kiweibkérper zu tun haben. Wiirde man ein Chromoproteid mit 
einer héher molekularen prosthetischen Gruppe annehmen, s0 
kénnte dadurch der N-Gehalt natiirlich herabgedriickt werden. 
Méglicherweise handelt es sich aber iiberhaupt um eine Verbin- 
dung ganz anderer Konstitution. Da wir dem sonstigen Ver- 
halten nach das Chromogen aber einstweilen noch als eine E- 
weiBsubstanz ansehen, haben wir bei der Kostbarkeit des 
Materials zuniichst eine Bestimmung der N-Verteilung gemacht. 
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b) Stickstoffverteilung im Chromogen. 


Es standen uns hierzu 1,2 g Substanz zur Verfiigung. Bei 
Innehaltung besonderer Kautelen lassen sich mit so kleinen 
Mengen sehr wohl zuverlissige Resultate erhalten, wie das vor 
einiger Zeit z. B. am Insulin?) gezeigt worden ist. Wir hielten 
uns daher an die dort gegebene Arbeitsweise und priiften die- 
selbe zur Ubung an reinem Casein. 

Die sngagebone Chromogenmenge hydrolysierten wir mit 
30 ccm 20°/,iger Salzsiure im Wasserbad. Nach 16 und dann 
nach 23 Stunden wurde in einer Probe der Amino-N bestimmt. 
In beiden Fiillen wurde der gleiche Wert gefunden; mit anderen 
Worten: die Hydrolyse war vollstindig. Es hatte sich eine ver- 
hiltnisméBig reichliche Menge schwarzer Fliéckchen abgeschieden, 
die wir abzentrifugierten, auswuschen und deren Stickstoffgehalt 
wir separat bestimmten. Er ist als Humin-N I bezeichnet. Wir 
verzichten auf Wiedergabe aller EKinzelheiten und Berechnungen, 
da wir auf die oben erwihnte Arbeit verweisen kénnen. 

Wir fanden folgende Zahlen fiir die 


N-Verteilung im Vanadiumchromogen. 




















N Total-N 

°lo “lo 
Mumin-NI. . 2... «© « of 0 5,20 
Humin-NIT ...... =. 1,05 13,59 
Ammoniak-N ..... . .] 1,05 13,57 
N in PWS.-Fiillung. . — ee Tae 25,41 
Amino-N in PWS. “Filtrat . 0,88 11,35 
Nicht-Amino-N in PWS.-Filtrat | 2,39 30,77 

1,74 99,92 


Zu den Zahlen wiire zu bemerken, da’ der Humin-N sehr 
hoch ist. Als Grund dafiir lieBe sich vermuten, daf das Vana- 
dium als bekannter Katalysator und Sauerstofftbertri iger Oxyda- 
tionen und Zersetzungen wiihrend der Hydrolyse stark begiinstigt. 
Andererseits kinnte das Chromogen reich an Pyrrolkérpern sein, 
die bekanntlich am leichtesten Anlaf zur Humin- und Melanin- 
bildung geben. Fir einen hohen Gehalt an _ Pyrrolkérpern 
spricht auch der sehr hohe Wert an Nicht-Amino-N im PWS. 
Filtrat, der ja der Pyrrolkérperfraktion entspricht und ferner die 
sehr starke Fichtenspanreaktion des Chromogens selbst. Die 
Menge der eigentlichen nichtbasischen Aminosiuren erscheint 
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niedrig. Wir bemerken noch, da bei einem Versuch, Tyrosin 
colorimetrisch zu bestimmen, itiberhaupt keine Firbung erhalten 
wurde und es demnach fehlen diirfte. 


c) Die Oxydationsstufe des Vanadiums im Chromogen. 
Unsere urspriingliche Vermutung, das Vanadium sei in 
Form seiner fiinfwertigen Oxydationsstufe in das Chromogen ein- 
gebaut, hatten wir bereits in einer friiheren Mitteilung korrigiert. 
Die auBerordentlich gierige Sauerstofiaufnahme, die das genuine 
Chromogen in der von uns kurzhin als ,braune Liésung“ be- 
zeichneten Form auszeichnet und die um so schneller vor sich 
geht, je mehr der Siuregehalt seines Milieus, d. h. die Schwefel- 
siiure vermindert wird, weist schon darauf hin, daB wir es mit 
einer niederen Oxydationsstufe zu tun haben. Gleichzeitig mit 
der Sauerstoffaufnahme erfolgen die friiher geschilderten Farb- 
iinderungen. 

Wir wollen hervorheben, da das Chromogen __beziiglich 
seiner Funktion keinem der bekannten Chromoproteide (Hiimo- 
globin, Hiimocyanin) gleicht, d.h. hat es einmal Sauerstoff aut- 
genommen, so zeigt es absolut keine 'endenz, denselben wieder 
abzugeben. Bislang ist das uns wenigstens nie gelungen. Es ist 
dann gewissermaBen denaturiert. 

Die ,,braune Liésung* verhilt sich demnach wie ein auber- 
ordentlich starkes Reduktionsmittel und reduziert momentan z. b. 
Kerrisalze, Permanganat, Chromat usw., ebenso werden Methylen- 
blau oder Indigo sofort in thre Leukoverbindungen verwandelt. 
Letztere Beobachtung veranlabte uns, die Sauerstoflaufnahme des 
Chromogens in Form seiner ,braunen Liésung“ direkt mit Me- 
thylenblau bzw. Indigolésungen bestimmten Gehaltes titrimetrisch 
zu verfolgen. Bestimmten wir andererseits in einem aliquoten 
Teil der jeweils so titrierten braunen Loésung nach vollkommener 
Zersetzung in der oben angegebenen Weise den Vanadiumgehallt, 
so konnten wir die erhaltenen Werte von Sauerstoffaufnahme und 
Vanadiumgehalt zueinander in Beziechung bringen.*) 

1. Modellversuche. Zuniichst stellten wir fest, daB die 
Salze des Vanadiums bei Gegenwart von Schwefelsiiure und bei 
Zimmertemperatur nur dann die ebengenannten Farbstotfe redu- 
zieren, wenn sie in der zweiwertigen (VO) Stufe vorliegen. Zu 


*) Leider reichte unsere Zeit nicht aus, die Sauerstoffaufnahme des 
Chromogens direkt im Warburgapparat zu messen. 
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In dieser niedrigsten Oxydationsstufe gelangt man bekanntlich durch 
1 Reduktion der héherwertigen Salze mittels Zinkstaub. Salze der 


vierwertigen Stufe, die man gewoéhnlich mittels Schwefliger Siure 
herstellt, werden durch unsere Farbstofte nicht veriindert. Titriert 
man nun VO-Salzlésungen unter obengenannten Bedingungen mit 


n den Farbstoffen, so nehmen erstere nur soviel Sauerstoff auf, als 
™ ihrem Ubergang in die V,O,-Stufe entspricht. Es besteht also 
t. die Gleichung: 

e V,0, + O = V,0, 

_ und 

l V,0, + H,O + MB. = V,0O, + MB. 2H (Leuko-MB.). 

P Bei Anwendung von Normallésungen wiirde also 

: 1 Liter n/1-V-Lésung = 1 Liter n/1-MB.-Lésung 

t 

; entsprechen. 


Wir benutzten in diesen Modellversuchen eine MB.-Lésung, die nur 
n/1000 stark war, da auch fiir die Titration unseres Chromogens sehr stark 
verdiinnte Lésungen am geeignetsten waren. Im iibrigen gingen wir von einer 
: n/100-Vanadiumlésung (1,17 g NH,VO, in 1 Liter 5°/,iger Schwefelsiiure) aus, 
; deren Titer dadurch kontrolliert wurde, daB wir abgemessene Mengen davon 

mit SO, reduzierten und mit n/100-Permanganat titrierten. Die MB.-Lésung 
wurde so hergestellt, daB die zu einer n/1000-Lésung erforderliche Menge 
(0,205 g MB.-,,Griibler“ C,,H,,N,SCl + 5H,O) in 1 Liter ausgekochten und 
mit CO, gesittigten Wassers gelést wurde. Die Lésung stand in einer 
entsprechenden Apparatur unter CO,-Druck. 

Im weiteren verfuhren wir folgendermaBen: 

10—20 cem der Vanadiumlésung wurden mit Zinkstaub versetzt und 
geschiittelt, bis die Lésung eine rein lavendelblaue Farbe angenommen 
hatte, die Reduktion also bis zur VO-Stufe erfolgt war. Dann wurde so 
rasch als méglich durch ein mit CO, iiberspiiltes Faltenfilter in ein mit CO, 
gefilltes K6lbchen filtriert, mit der Pipette eine bestimmte Menge dieses 
Filtrats in ein mit CO, gefiilltes neues Kélbchen gegeben und mit der 
MB. Lésung titriert. 


Aus einer Reihe von Bestimmungen fanden wir, daf durch- 
schnittlich: 

2,5 com n/100-V-Lésung = 21 com n/1000-MB.-Lésung (Theo- 
rie = 25 ccm) verbrauchten. 

In analoger Weise erfolgte die Titration mit Indigoliésung. 
Diese n/1000-Lésung wurde durch Abwigen von 0,23 g Indigo- 
varmin (C,,H,N,O,(SO,),Na,) ,,Griibler* pro Liter Wasser bereitet. 

Als Durchschnittswert erhielten wir hier: 

2,5 com n/100-V-Lésung = 26,5 ccm n/1000-Indigolésung 
Theorie = 25,0 ccm). 
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Auf Grund dieser Betunde durften wir, wie bereits oben 
angefiihrt wurde, schlieBen, daB bei der Titration mit den ver- 
wandten Farbstoffen und unter den angegebenen Bedingungen 
zweiwertige V-Verbindungen zuniichst nicht weiter als bis zur 
dreiwertigen Stufe oxydiert werden. Ginge die Oxydation weiter, 
so miiBten statt 25 com der Farbstofflésungen 50 ccm verbraucht 
werden und damit wird auch der Einwand, dab unsere Titrations- 
werte nicht gut zu stimmen scheinen, hinfillig. Die Differenzen sind 
in erster Linie bedingt durch die auBerordentliche Sauerstoffempfind- 
lichkeit der Vanadiumoxydullésungen und nur zum geringen Teil 
durch die Verwendung der sehr verdiinnten Farbstofflésungen. 

2. ‘Titration des Chromogens (braune Lésung). Labt 
man MB,-Lésungen zu der braunen Lésung zuflieBen, so kann 
man genau so wie in den vyorangehenden Modellversuchen mit 
ziemlicher Genauigkeit den Endpunkt der Entfirbung festlegen. 
Erschwerend ist dabei bis zu einem gewissen Grade die Eigen- 
farbe des Chromogens und speziell beim Titrieren mit Indigo die 
Umschlagstarbe des Farbstoffes. Vor allem ist aber hervorzu- 
heben, dab beim Hiimolysieren und Zentrifugieren der Blut- 
kérperchen, obwohl wir méglichst in einer CO,-Atmosphire ar- 
heiteten, eine gewisse Oxydation des Chromogens nicht zu ver- 
meiden ist, was sich auch in der zunehmenden Braunfirbung der 
Chromogenlésung ausdriickt. Dieser Umstand kommt daher auch 
am meisten in den Werten fiir den Farbstoffverbrauch zum Vor- 
schein. Diese sind stets niedriger, als sie sich theoretisch aus dem 
V-Gehalt berechnen, den wir immer gleichzeitig in der gleichen 
Menge Chromogenliésung bestimmten. Trotz dieser Ubelstiinde 
glauben wir auf Grund der unten mitgeteilten Werte und nach 
den Erfahrungen an den Modellversuchen behaupten zu diirfen. 
daB das Vanadium in dem genuinen Chromogen in der zwei- 
wertigen Stufe vorliegt und durch die benutzten Farbstofte nicht 
weiter als bis zur dreiwertigen Stufe oxydiert wird.*) Wire es 
anders, so miiBten sich Titrationswerte ergeben, die durchweg 
doppelt so hoch sein miifbten, als die tatsiichlich gefundenen. 

Praktisch verfuhren wir folgendermafen: 

Die abzentrifugierten Blutkérperchen wurden mit ausgekochtem Wasser 
in einer CO,-Atmosphiire hiimolysiert und zentrifugiert.**) Von dieser 


*) Bleibt eine so austitrierte Lésung an der Luft stehen, so wird langsain 
noch Sauerstoff aufgenommen und das Chromogen scheidet sich mit der Zeit 
schlieBlich in seiner Endoxydationsstufe als blauschwarzer Niederschlag ab. 

**) Dieses Zentrifugat (Stromata?) enthilt méglicherweise noch viel 
Chromogen, da sein V-Gehalt sehr hoch ist. 
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,braunen Lésung“ wurden jeweils 5 ccm mit M.-Blau oder Indigo titriert 
(immer in Doppelbestimmungen). Gleichzeitig wurden andere 5 cem nach 
Kjeldahl verascht und, wie friiher angegeben, der V-Gehalt titrimetrisch 






































aT 
.r mit n/100-Permanganat bestimmt (ebenfalls in Doppelanalysen). Alle unten- 
7 stehenden Zahlenwerte sind also Mittelwerte aus zwei Parallelanalysen. Vom 
‘u M.-Blau wurde eine n/2000-Lésung verwandt, vom Indigo eine n/1000. 
at Der Titer beider Liésungen war gegen n/100-Vanadiumlésung kontrolliert 
S- worden. 
d Je 5 eem ,,braune Lésung“ (Chromogen), gewonnen von verschiedenen Tieren, 
\- verbrauchten: 
i — 
. Methylenblau n/2000**) 

' Versuch n/100-Permanganat*) . 
dt Nr. eem Gef. Ber. 
n ecm | aus Permanganatverbr. 
it 1 1,64 20,4 | 32,8 
L 2 1,40 21,7 | 28,0 
m 3 1,50 20,0 30,0 

4 8,50 50,0 | 70,0 
S 
“ 5 ccm ,,braune Lésung“ (Chromogen) verbrauchten: 
he Indigo n/1000***) 
| Versuch n/100-Permanganat a daacleig ees rosea 
. Nr. eem Gef. Ber. 
r eem | aus Permanganatverbr. 
i 1 3,00 19,60 | 30,0 
- 2 3,30 2210 33,0 
3 3,28 230 | 32,8 

4 0,86 5,7 8,6 











*) 1 cem n/100-Permanganat = 0,5095 mg V. 
**) 1cem MB. = 0,0255 mg V. 
***) 1 eem Indigolésung = 0,0509 mg V. 


II. Zur physiologischen Bedeutung des Chromogens. 


Die physiologische Bedeutung des Vanadiumchromogens hat 
uns immer wieder beschiftigt und wenn wir mit einigen Worten 
darauf eingehen, so geschieht es mit allem Vorbehalt. 

Sicherlich ist das Chromogen kein Vehikel fiir den Sauer- 
stofftransport, also weder dem Himoglobin, noch dem Hiimo- 
cyanin an die Seite zu stellen. Allen Beobachtungen zufolge hat 
es den Charakter eines starken Reduktionssystems. Wir haben 
iibrigens in Modellversuchen allerlei Substanzen mit Vanadium- 
salzen der zweiwertigen Stufe reduzieren kénnen, woriiber ge- 
legentlich berichtet werden soll. Eigentliche ,,.Reduktasen“ werden 
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ja nach moderner Auffassung abgelehnt, vielmehr soll es sich, 
wo immer Reduktionsvorgiinge zu beobachten sind, um Oxydo- 
reduktionssysteme handeln. Wollte man die Bedeutung des 
Chromogens nach dieser Richtung suchen, so miiBte es einen 
H-Donator darstellen. Diese Annahme scheint uns jedoch inso- 
fern nicht in Frage zu kommen, als ein iiuBerst starkes Reduktions- 
potential dazu gehéren wiirde, um das Chromogen bzw. sein 
Vanadium wieder in die zweiwertige Stufe zuriickzufiihren, nach- 
dem es einmal als H-Donator funktioniert hat. Zweiwertige 
Vanadiumverbindungen sind bekanntlich nur durch Reduktion 
mit Zink oder Magnesium, oder auf elektrolytischem Wege in 
sauerer Lésung zu erhalten.*) Es ist daher auch so interessant, 
dai die Natur fiir méglichste Stabilitét des Vanadiums in der 
zweiwertigen Stufe vorgesorgt hat, indem sie das Chromogen 
innerhalb der Blutkérperchen in ein stark saueres Milieu, nim- 
lich eine 3°/,ige Schwefelsiiure, eingebettet hat. 

Wir mdéchten nun eine Idee, so kiihn sie auf den ersten 
Blick auch scheint zur, Diskussion stellen. 

Die Ascidien sind bekanntlich die einzigen ‘Tiere, die 
echte Cellulose, friiher Tunicin genannt, produzieren. Bei Phallusia 
wird der Cellulosemantel etwa bis zu 1 cm dick. Wie und woraus 
entsteht diese Cellulose? Wire es ganz undenkbar, dab in 
diesem stark reduzierenden Chromogen ein Reduktionssystem 
nach Analogie der Chloroplasten, vielleicht unter Ausnutzung 
von Lichtenergie, vorliegt, was demnach eine Verwertung der 
Kohlensiiure unter Reduktion und Aufbau zu Kohlehydrat be- 
deuten wiirde. Bisher kénnen wir nur eine Tatsache dafiir ins 
Feld fiihren. 

Es ist bekannt, daB das Blut bzw. die K6rperfliissigkeit der 
Meerestiere, besonders dort, wo keine hochentwickelte Blutzirku- 
lation besteht, einen CO,-Gehalt hat, der zum mindesten ebenso 
hoch ist wie der des iuBeren Milieus, also des Meerwassers. Meist 
ist er jedoch, besonders bei ungiinstigen Difiusionsbedingungen, 
héher als im Wasser. Wir fanden nun bei Phallusia stets einen 
CO,-Gehalt im Blut, der bedeutend unter dem des Wassers liegt, 


*) Zweifellos liBt sich einwenden, daf das Vanadiumchromogen nicht 
dasselbe ist wie ein anorganisches Vanadiumsalz. So kénnte man sich 
vorstellen, da8 das Vanadium in Verbindung mit einem organischen Molekiil, 
sagen wir in Form einer Komplexverbindung, die Fihigkeit erlangt, seine 
Valenz viel leichter zu wechseln. Wir denken an die Verhiiltnisse des 
Eisens im Hiimoglobin. 
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in dem die Tiere leben.*) Es muB also jedenfalls CO, vom Blut oder 
Organismus gebunden bzw. verbraucht werden. Was geschieht also 
mit der CO,? Wir ersahen spiiter aus der Literatur, daB schon 
Winterstein®) dieser niedrige CO,-Gehalt aufgefallen war. Unsere 
Werte liegen allerdings nicht so niedrig wie die jenes Autors, Es 
diirfte das wohl dadurch bedingt sein, daB Winterstein das 
Blut vorher mit Luft geschiittelt und gesiittigt hat. Schon dadurch 
kann das Blut CO, verlieren und sehr wahrscheinlich werden 
dabei die Blutkérperchen, wenigstens zum Teil, zerfallen. Mit 
diesem Zerfall aber tritt Schwefelsiure aus, es kommt zu einer 
Siituerung des Plasmas und damit zu einem Verlust an CQ,. 

Unsere CO,-Bestimmungen wurden mit Ausnahme der be- 
zeichneten alle am Plasma gemacht, welches nach miglichst 
schnellem Zentrifugieren des Blutes in engen Zentrifugengliisern 
eewonnen worden war. Die Blutentnahme selbst erfolgte mit 
allen Kautelen. Der Cellulosemantel wird an der Basis des Tieres 
vorsichtig abgetragen, bis das groBe GefiB (Blutsinus) fast frei- 
selegt ist. Dann wird die Pravatspritze eingestochen und das 
aufgesogene Blut sofort in den Van Slyke-Apparat gebracht bzw. 
durch schnelles und vorsichtiges Zentrifugieren erst das Plasma 
vewonnen. Die im genannten Apparat ausgefiihrten CO,-Be- 
stimmungen sind nach den Erfahrungen und eingehenden An- 
saben Me Clendons‘) ausgefiihrt und alle Korrektionsfaktoren 
beriicksichtigt worden. 

Die umstehende Tabelle belegt die Tatsache, daB der CO,-Gehalt 
des Blutes bedeutend unter dem des Wassers liegt,in dem die Tiere 
leben. Ob die Abnahme der CO, in Versuch 8b auf himolytische 
Vorgiinge (vgl. das beziiglich der Versuche Wintersteins Ge- 
sagte) oder auf Stoffwechselvorgiinge der Blutkérperchen zuriick- 
zufiihren ist, miissen weitere Untersuchungen zeigen. 

Wiirde es im Sinne der angedeuteten Idee bei den Ascidien 
wirklich zu einer Verwertung von CO, kommen, so sollte dies in 
Gaswechselversuchen zum Ausdruck kommen. Man kénnte zu- 
uichst erwarten, daB die Menge (Volumen) der abgegebenen CO, 
geringer sei, als die des verbrauchten Sauerstofis. Wir haben 
viel Miithe auf die Bestimmungen des Respirationskoeffizienten 

*) Wie friiher erwihnt, entspricht die Reaktion des Plasmas etwa 
einem py von 7—8. Bei Zusatz von Phenolphthalein bleibt es farblos; 
beim Kochen tritt keine Rétung ein, woraus man auf Abwesenheit von Bi- 
carbonat schlieBen diirfte. Mit Phenolphthalein versetztes Meerwasser wird 
beim Kochen deutlich rot. 
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CO,-Gehalt des Blutes bzw. Plasmas von Phallusia. 
(Vol.-°/, reduziert auf 0° und 760 mm Druck.) 
CO,-Gehalt pro 100 cem Meerwasser: 5,9—6,2 cem. 





ve iene, ecm CO, pro Anmerkung 
Nr. Fliissigkeit 100 cem Blut 
1 Vollblut 1,84 
Plasma 1,99 
2 - 2,21 
3 ” 3,21 
4 ¥ 2,77 
5 : 8,01 
6 i 1,56 Tiere frisch vom Meer 
7 ” 1,34 Pr] ” ” ” 
8a ”? 0,73 ”? ”? ”? ” 
8b » 0,49 
Winterstein vgl. oben 0,24 
0,29 











*) Das gleiche Blut wie in Versuch 8a nach dstiindigem Stehen des 
Vollblutes an der Luft. 


verwendet. Leider muBten wir uns erneut iiberzeugen, daB dies 
ein Beginnen ist, das, wenn man Wert auf wirklich exakte Re- 
sultate legt, in keiner Weise befriedigt. Jeder, der sich ein- 
gehender mit derartigen Untersuchungen an Meerestieren be- 
schiftigt hat, wird uns hier beipflichten. 

Zur Bestimmung des Sauerstoffs steht die elegante Methode 
der Titration nach Winkler zur Verfiigung, die allen Anforde- 
rungen an Exaktheit entspricht. Die Kohlensiurebestimmung 
bleibt dagegen das Schmerzenskind. Es ist eben die Menge 
der CO, des Meerwassers an und fiir sich sehr hoch, so daB die 
Zunahme an von den Tieren produzierter CO, im Vergleich dazu 
so geringfiigig ist, daB die Differenzen selbst bei Anwendung der 
exaktesten Apparate sich den Fehlergrenzen nihern. Mit kiinst- 
lichem, (O,-freiem oder fast freiem Meerwasser zu arbeiten, wie sich 
Warburg bei seinen Zellrespirationsuntersuchungen (Seeigeleier) 
geholfen hat, ist bei gréBeren Tieren nicht angingig, weil dadurch 
eine Reihe anderer Faktoren neue Schwierigkeiten hineinbringe. 

Diese angedeuteten Umstiinde sind der Grund, daB unsere 
Resultate uns selbst nicht befriedigen. Wir wagen nicht zu be- 
haupten, daB diejenigen Werte, die zugunsten unserer Idee 
sprechen, wirklich einwandfrei sind. Wenn wir dies riickhaltlos 
aussprechen, so sind wir dennoch der Meinung, daf irgendwelche 
Abnormitiiten den Gasstoffwechsel dieser niederen Tiere beei- 
tlussen. Eine derselben wurde in dem wesentlich niedrigeren 
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('0,-Gehalt des Blutes gegeniiber dem des Meerwassers festgestellt. 
Eine andere kommt vielleicht zum Ausdruck in dem varilerenden 
Sauerstoffkonsum, der uns schon friiher aufgefallen war) und 
den wir damals auf Zirkulationsstérungen zuriickfiihrten. Seiner- 
zeit wubte man noch nichts von dem Vanadiumchromogen. Auch 
wollen wir nicht vergessen, da unter Umstiinden vielleicht 
temporire anoxybiotische Vorgiinge das eigentliche Bild ver- 
schleiern kénnten, die ja bei niederen ‘Tieren vielfach bekannt 
seworden sind (vgl. z. B. Gesamtstoftwechsel der wirbellosen ‘Tiere 
in Oppenheimers Handbuch der Biochemie Bd. VII, 8.341 (1927). 

Diskussionen bringen die Wissenschaft nicht weiter; wir 
miissen erst neues Tatsachenmaterial sammeln. ‘T'rotzdem glauben 
wir in aller Kiirze einen Auszug aus unseren Protokollen an- 
fiihren zu diirfen, indem wir alle Detailzahlen und Umrechnungen 
weglassen. 

Gasstoffwechsel von Phallusia 
(Gasvol. in cem pro 100 cem Wasser). 























Versuch Nr. CO,-Zunahme O,-Verbrauch Anmerkung 

1 — 0,035 0,3021 st 

2 0,113 0,0934 -_ 

8 0,217 0,1765 - 

4 0,1417 0,1476 _ 

5 —0,0006 0,1180 ae 

6 —0,0096 0,0621(?) _ 

1 0,462 0,106 — 

8 0,593 0,1004 — 

9a 0,305 0,287 Licht 

9b 0,348 0,316 Dunkel 
10a 0,461 0,285 Licht 
10b 0,294 0,294 Dunkel 
lla 0,591 0,406 Licht 
lib 0,636 0,405 Dunkel 


Die CO,-Bestimmungen wurden mit dem Van Slyke-Apparat 
nach Me Clendon ausgefiihrt, der Sauerstoff wurde titriert nach 
Winkler [vgl. z. B. Henze], Im iibrigen bedienten wir uns 
der friher angegebenen Methodik.°) 


Literatur. 
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Beitrage zur Kenntnis der Cholatriensdure. 


Von 


Tayei Shimizu, Takeshi Oda und Hiroshi Makino. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut Okayama.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. Oktober 1932.) 


Die Cholatriensiiure wurde zuerst von Wieland und Weil’) 
durch Destillation der Cholsiure im Vakuum unter Abspaltung 
von 3 Molen Wasser erhalten. Dann wurden Choladiensiiuren 
von Wieland?) aus Desoxycholsiure und Anthropodesoxychol- 
siiure (Chenodesoxycholsiure), von Windaus?’) aus Chenodesoxy- 
cholsiiure und Hyodesoxycholsiure in gleicher Weise gewonnen. 

Neulich wurde von Wieland‘) und Borsche®) durch De- 
stillation der Apocholsiure nach Boedecker im Vakuum eine 
andere Art von Cholatriensiure, $-Cholatriensiiure (Apocholadien- 
siiure) erhalten. 


Nach den Untersuchungen von Wieland und seinen Mitarbeitern") | 


soll auBerdem aus 7-Oxycholansiiure, ihren Derivaten wie Desoxycholsiiure, 
7,12-Dioxvcholansiure und Cholsiiure unter Wasserabspaltung zwischen der 
Carboxylgruppe und der Oxygruppe an ©, ein Lacton gebildet werden. 
Was den Vorgang der Wasserabspaltung anbetrifft, so wurde von 
Wieland und Boersch’) klargestellt, dab zuerst unter Abspaltung von 
Wasser zwischen der Carboxylgruppe eines Mols der Siiure und der Al- 
koholgruppe eines anderen eine esterartige Verbindung entsteht und end- 
lich aus dieser Verbindung sich wieder Siure abspaltet. Diese Resultate 
stimmen wohl mit der Untersuchung von Windaus®) und damit, dab 
3, 13-Dioxyallocholansiiureiithylester und Cholsiureithylester durch Vakuum- 


1) Diese Z. 80, 287 (1912). 
2} Wieland u. H.Sorge, Diese Z. 98, 59 (1916); Wieland u. 
G. Reverey, Diese Z. 140, 201 (1924). 

3) Windaus u. A. Bohne, Ann. d. Chem. 433, 286 (1923); Windaus, 
Bohne u. Schwarzkopf, Diese Z. 140, 182 (1924). 

*) W. Borsche u. A. K. Todd, Diese Z. 19%, 173 (1931). 

‘’) H. Wieland u. V. Deulofeu, Diese Z. 198, 127 (1931). 

®) H. Wieland u. H.Sorge, Diese Z. 98, 59 (1916); H. Wieland 
u. O. Schlichting, Diese Z. 150, 267 (1925); 142, 191 (1925); H. Wie- 
land u. V. Wiedersheim, Diese Z. 186, 229 (1930). 
7) Diese Z. 110, 148 (1920). 8) Ann. d. Chem. 447, 235 (1926). 
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destillation unverindert destilliert werden kiénnen. Es gibt jedoch auch 
Ausnahmen. So haben Borsche und seine Mitarbeiter') durch Vakuum- 
destillation des Reduktodehydrocholsiureesters einen Diketocholansiure- 
ithylester, Schenck und Kirchhof?*) aus 3-Oxy-7-ketocholansiure-ithyl- 
ester einen Ketocholensiure-iithylester gewonnen. Auch beim Cholesterin 
haben Fischer und Treibs*) durch Vakuumdestillation des Olsiureesters 
Olsiure und «-Cholesterilen erhalten. 


Die Wasserabspaltung aus Cholsiiure durch Vakuumdestilla- 
tion kann sich also auf mehrfache Weise vollziehen, und es 
werden sich dabei verschiedene ungesiittigte Gallensiiuren ergeben 
kénnen. Was das Destillationsprodukt der Cholsiiure, Cholatrien- 
siiure, anbetrifft, so wurde von Wieland und Weil angegeben, 
daB sie bei 163—164° schmilzt und die spezifische Drehung 
[a]?° = — 19,7° zeigt. 

Die Cholatriensiure aus Cholsiure, die von Borsche und 
Feske‘) gewonnen wurde, schmilzt bei 163° und zeigt die spezi- 
fische Drehung [@]?° = — 25,2° oder [a]?° = — 24,86°. 

Auf dem Wege zur Synthese des Sterins aus Cholatriensiiure 
haben wir durch Vakuumdestillation der Cholsiiure (Schmelzp. 197° 
und [{@]?°=-+ 37,0°) nach der Vorschrift von Wieland und 
Weil ebenfalls eine Cholatriensiiure vom Schmelzp. 163—164° 
und [«]?° = — 22,63° erhalten. Diese Siure wird e-Cholatrien- 
siure I genannt. 

Aus dem alkoholischen Filtrat von dieser Siure wurde durch 
Kinengen auf +/, nach dem Erkalten im EHisschrank eine Krystall- 
masse gewonnen, die aus Alkohol 10—15mal umkrystallisiert 
wurde. Sie krystallisiert in sechsseitigen Tafeln und schmilzt 
bei 169—170°; [a@]?®? =— 12,6% Sie wird «-Cholatriensiiure II 
genannt. 

Durch weiteres Einengen des alkoholischen Filtrats wurde 
wieder eine in Blattchen krystallisierende Masse erhalten, die 
nach mehrmaliger Umkrystallisation aus Alkohol bei 141—142° 
schmilzt. Diese Siiure wurde mit Diazomethan verestert, der 
Methylester aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert und daraus 
unter Verseifung eine Siure erhalten, die in sechsseitigen Tafeln 
krystallisiert und bei 169—170° schmilzt. 

Die bei 141—142° schmelzenden Blittchen sind also eine 
Mischkrystallisation, bei der g-Cholatriensiiure II beteiligt ist. 


1) W. Borsche, D. Weickert u. F. Hallwass, Ber. chem. Ges. 55, 
3318 (1922). 

®) Diese Z. 163, 120 (19286). 8) Ann. d. Chem. 446, 259 (1926). 

4) Diese Z. 176, 113 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXIII. 10 
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Die neu gewonnene «-Cholatriensiure II geht bei der kata- 
lytischen Hydrierung mit Platinoxyd (nach Adams) in eine 
Cholensiiure vom Schmelzp. 145—146° und [a]}?°=-+ 37° iiber. 

Diese Cholensiure ist identisch mit der f#-Cholensiiure von 
Wieland und mit der Apocholansiiure von Borsche. Sie 
addiert Brom und gibt mit Essigsiiureanhydrid—Schwefelsiiure erst 
eine gelbe, dann eine weinrote Farbe. Ihr Methylester schmilzt 
bei 55—56° und ist identisch mit dem von Wieland und 
Borsche. 

Bei der Hydrierung der Cholatriensiiure Il erhalt man zwei 
verschiedene Cholensiuren, je nachdem, ob man _ Palladium- 
schwarz oder Platinoxyd verwendet. Die mit Palladiumschwarz 
hydrierte Siure hat den Schmelzpunkt von 137—138° und 
[a|i* = + 43,07°. Ihr Ester schmilzt bei 95°. Sie wird y-Cholen- 
siure genannt. Dieser Unterschied kann damit erklirt werden, 
daB bei der Hydrierung eine Verschiebung der Doppelbindung 
stattfindet, iihnlich wie bei der Hydrierung mit Palladium #-Pinen 
in a-Pinen') iibergeht. 

Diese verschobene und durch eine eigentiimliche Wasser- 
abspaltung im Ring III des Cholsiiuremolekiils entstandene 
Doppelbindung bleibt bei der Hydrierung mit Palladiumschwarz 
und Platinoxyd unverindert, wihrend die anderen Doppelbindun- 
gen der a@-Cholatriensiure Il dabei vielleicht unter Bildung eines 
neuen Asymmetriezentrums hydriert werden. 

Die «-Cholatriensiiure | vom Schmelzp. 163—164° lieB sich 
durch 20—30 maliges Umkrystallisieren aus 94°/,igem Alkohol 
in zwei Bestandteile zerlegen, von denen der eine in Alkohol 
leicht, der andere schwer léslich war. Aus dem letzteren wurde 
eine in prismatischen Nadeln krystallisierende Siiture vom Schmelz- 
punkt 176—178° (Sintern bei 170°) und [a@]?° = — 8,07° erhalten. 
Wir bezeichnen diese Siture als a-Cholatriensiure LII. 

Aus dem in Alkohol leicht léslichen Teil schieden sich auch 
prismatische Nadeln ab, die bei 157—158° schmolzen und 
(a]?°= — 24,5° zeigten. Die Siiure wird «-Cholatriensiiure IV 
genannt. 

Die beiden Siuren III und IV geben durch Hydrierung die 
Cholansiiure, die von Wieland und Weil aus Cholatriensiiure 
vom Schmelzp. 163—164° hergestellt wurde. Die «-Cholatrien- 
siiure I yom Schmelzp. 163—164° gab in Atherlésung mit Brom 


1) F. Richter u. W. Wolff, Ber. chem. Ges. 59, 1733 (1926). 
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in Kisessig in nur 10°/,iger Ausbeute ein Tetrabromid, mit 
Diazomethan einen nicht krystallisierbaren Ester. 

Dessen krystallisiertes Tetrabromid wurde mit Zinkstaub— 
Kisessig entbromt und weiter mit alkoholischem Kali verseift. 
Dadurch wurde eine krystallisierte Séiure erhalten, die bei 160 
bis 161° schmilzt und [a@]?* = — 75,36° zeigte. Sie wird als 
a-Cholatriensiure V bezeichnet. Nach den hier mitgeteilten 
Beobachtungen scheinen also die Sauren Ij1 und IV in der iso- 
morphen Mischung in der Cholatriensiure I vom Schmelzp. 163—164?° 
enthalten gewesen zu sein, V kénnte sich erst aus dem Tetra- 
bromid gebildet haben. 

Aus dem vom Estertetrabromid der a-Cholatriensiure V_ befreiten 
schwer krystallisierbaren Harze wurde nach der Entbromung mit Zinkstaub- 
Eisessig und nach der Verseifung mit alkoholischem Kali eine in Bidttchen 


krystallisierende Cholatriensiiure erhalten, die bei 175—176° schmilzt und 
[w]2°= — 9,455" zeigt. Diese Saéure ist wahrscheinlich «-Cholatriensiure LIT, 


aber sie krystallisiert in Blattchen. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Trockne Destillation der Cholsdiure im Vakuum. «-Chola- 
triensiure I, 20—30 g¢ krystallalkoholhaltige Cholsiure wurden 
im Schwertkolben unter 3—7 mm im Luftbade bei 120—130° 2 bis 
3 Stunden lang erhitzt, um zuerst den Krystallalkohol zu entfernen. 
Dann wurde die Badtemperatur rasch auf 200° gesteigert und 
lingere Zeit auf 200—250° gehalten, um das Wasser abzuspalten. 
Hierauf ging man auf 300° und weiter auf 330—340°. Bei dieser 
Temperatur destilliert die Hauptmenge als gelbes Harz in die Vor- 
lage. Der ProzeB dauert 4—5 Stunden. 

Der Destillationsriickstand wurde mit Chloroform entfernt 
und das Destillat mit Alkohol extrahiert. Der vom Lésungs- 
mittel befreite Riickstand wurde aus Alkohol umkrystallisiert. 
Aus 100 g Cholsiure wurden 22,8 g rohe destillierte Siure er- 
halten. Diese Siure wurde aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. 
Schmelzp. 163—164°. 





Spezifische Drehung: 0,5016 g in 10cem Chloroform, a@ = — 2,27°, 
2dm. [a]2°=— 22,63°. 

I 4,770 mg Subst.: 14,180 mg CO,, 4,100 mg H,O. — II 4,929 mg 
Subst.: 14,690 mg CO,, 4,250 mg H,0. 

C.,H,,0, Ber. C 81,29 H 9,67 


Gef. I ,, 81,10, II 81,30 »» 9,62, 9,65 


Diese Cholatriensiure krystallisiert aus Alkohol in Nadeln oder 
schmalen Tafeln, addiert Brom und entfiirbt Kaliumpermanganatlésung. 
10* 
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Sie ist in Alkalilauge schwer léslich, firbt sich mit konzentrierter Schwefel- 
siure tiefgelb und in Essigsiureanhydrid—Schwefelsiure griin. 

2. a-Cholatriensdéure II. Das yon der oben erwahnten rohen 
Cholatriensiure aus 100 g Cholsiure befreite alkoholische Filtrat 
von 270 ccm wurde im Vakuum auf 100 ccm eingeengt und 
stehen gelassen. Daraus schied sich eine Krystallmasse von 
Blattchen ab. Die Ausbeute betrug 2,5 g. Aus Alkohol umkry- 
stallisiert: Schmelzp. 141—142° 

Diese Krystalle wurden in Atherlésung mit Diazomethan 
verestert, und der Ester wurde mehrmals aus Alkohol umkry- 
stallisiert. 

Die Ausbeute betrug 1,2 g. Der Ester krystallisiert in sechs- 
seitigen T'afeln und schmilzt bei 103—104°. 

Spezifische Drehung: 0,1329 g in 10 cem Chloroform, « = — 0,3°, 2 dm. 


[a]2° = — 11,25°. 


I 6,78 mg Subst.: 13,925 mg CO,, 4,160 mg H,O. — II 4,819 mg 
Subst.: 14,355 mg CO,, 4,310 mg H,0. 
C,;H,,0, Ber. C 81,47 H 9,85 
Gef. ,, I 81,39 II 81,27  ,, 9,97, 10,01. 


0,104 g Ester wurde in 10 ccm einer 2°/,igen alkoholischen 
Kalilauge gelést und 21/, Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. 

Die Lésung wurde nach Verdiinnung mit Wasser mit ver- 
diinnter Schwefelsiure angesiiuert und ausgeithert. Der vom 
Ather befreite Riickstand wurde aus Alkohol abermals umkry- 
stallisiert, und es wurden sechsseitige ‘l'afeln erhalten. Die Aus- 
beute betruy 0,0616 g. Sie schmolzen bei 169—170°. 

Spezifische Drehung: 0,127 g in 10 ecm Chloroform, a = — 0,32°, 2 dm. 
[aJ]2° = — 12,59° 

Titration: 22,7 mg Subst. verbrauchten 1,25 ccm n/20-KOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,O, Ber. 354 Gef. 363,2. 

Diese Siiure ist in Alkohol und Eisessig schwer léslich, aber 
in Ather und Chloroform leicht léslich. Sie addiert Brom und 
entfiirbt Kaliumpermanganatlésung. Sie firbt sich mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure tiefgelb und in Essigsiureanhydrid— 
Schwefelsiure griin. Die Chloroformlésung der Saure wird bei 
Zusatz von Trichloressigsiiurelésung nach 10—30 Minuten griin- 
lich blau. 

4,308 mg Subst.: 12,800 mg CO,, 3,700 mg H,O. 

C,,H,,0, Ber. C 81,29 H 9,67 Gef. C 81,05 H 9,61. 


Das von der oben erwiihnten rohen Cholatriensiure befreite alkoho- 
lische Filtrat von 270 cem wurde im Vakuum bis auf 1/; des Volumens 









































Beitriige zur Kenntnis der Cholatriensiure. 141 


eingeengt und im Eisschrank stehen gelassen. Daraus wurden sechsseitige 
Tafeln erhalten und aus Alkohol 10—15 mal umkrystallisiert. Die Krystalle 
schmolzen dann bei 169—170° und zeigten dieselbe spezifische Drehung wie 
Cholatriensiiure II. Der Mischschmelzpunkt der beiden zeigt keine De- 
pression. Die beiden Siuren sind also identisch. 


I 4,620 mg Subst.: 13,730 mg CO,, 3,970mg H,O. — II 4,890 mg 
Subst.: 14,555 mg CO,, 4,210 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. CC 81,29 H 9,67 


Gef. ,, I 81,07, II 81,20 ,, 9,62, 9,63. 


3. y-Cholenséure. a) 207 mg e-Cholatriensiuremethylester I 
wurden in Kisessiglésung mit 200 mg Palladiumschwarz und 
Wasserstoff hydriert. In der ersten Stunde wurde der Hauptteil 
des Wasserstoffs absorbiert, aber nicht mehr als 2 Mole Wasser- 
stoff auf je 1 Mol Siureester. Nach der Filtration vom Palladium- 
schwarz wurde die Lésung mit Wasser verdiinnt; diese Fillung 
wurde aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. 

Der in Nadeln krystallisierte Ester schmilzt bei 95°. Er 
wurde mit 2°/,iger alkoholischer Kalilauge verseift und die 
Lésung mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und ausgeiithert. 
Die aus der Atherlésung ausgeschiedenen Krystalle wurden aus 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Die Siiure krystallisiert 
aus Alkohol in Nadeln oder in schmalen Tafeln und schmilzt 
bei 187—138° 


b) 50 mg «-Cholatriensiure II wurden in 10 ccm Eisessiglésung unter 
Zuleitung von Wasserstoff mit 50 mg Palladiumschwarz 3 Stunden ge- 
schiittelt. H,-Verbrauch nicht mehr als 2 Mole fiir je 1 Mol Siaure. 

Nach dem Abfiltrieren von Palladiumschwarz wurde aus der Lésung 
durch Verdiinnung mit Wasser eine Krystallmasse erhalten, die aus Alkohol 
in Nadeln oder Tafeln krystallisierte. Schmelzp. 137—138°. 


I 5,128 mg Subst.: 15,090 mg CO,, 4,980 mg H,O. — II 4,822 mg 
Subst.: 14,200 mg CO,, 4,700 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 80,38 H 10,69 


Gef. ,, I 80,29 IL 80,34 ,, 10,87, 10,91. 

Spezifische Drehung: 0,0267 g in 10 cem Chloroform, « = + 0,23°, 2 dm. 
(aj) *= + 43,07°, 

Diese Siiure ist in Alkohol und Eisessig schwer léslich, in Chloroform 
und Ather leicht léslich. Sie addiert Brom und entfirbt Kaliumperman- 
ganatlésung. Sie firbt sich in konzentrierter Schwefelsiure schwach gelb 
und in Essigsiiureanhydrid—Schwefelsiure weinrot. Diese weinrote Lisung 
wird durch Zusatz von Wasser orangegelb, wird aber nicht ausgefiillt. 

4. 8-Cholenséure (Apocholansiure). a) 343,9 mg «-Cholatrien- 
sduremethylester IL (Schmelzp. 102—103°) wurden in 30 ccm Kis- 
essiglésung mit 150 mg Platinoxyd unter Wasserstoff 4 Stunden 
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lang geschiittelt. Dabei wurden nicht mehr als 2 Mole H, ver- 
braucht. Das Reaktionsgemisch wurde vom Platin abfiltriert und 
unter Zusatz von Wasser im Eisschrank stehen gelassen. 

Die dabei ausgeschiedene Masse wurde aus verdiinntem Al- 
kohol umkrystallisiert, und der in langen Nadeln krystallisierte 
Ester schmolz bei 55—56°. 


4,440 mg Subst.: 13,085 mg CO,, 4,310 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 80,58 H 10,83 Gef. C 80,51 H 10,88. 


Durch Verseifung des Esters mit alkoholischer Kalilauge 
wurde eine ungesittigte Siiure erhalten, die mit der aus e-Cho- 
latriensiiure II gewonnenen Siure identisch ist und bei 145—146° 
schmilzt. 


b) 50 mg e@-Cholatriensiure I] wurden in 10 ccm Kisessig- 
lésung unter Zuleitung von H, 4!/, Stunden lang mit 50 mg 
Platinoxyd geschiittelt. Nach der Entfernung des Platins wurde 
die Lésung unter Zusatz von Wasser gefallt. Die Fallung wurde 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Die in Nadeln kry- 
stallisierte Siure schmilzt bei 145—146°. Der Mischschmelz- 
punkt dieser Siure mit f#-Cholensiure aus Apocholsiure zeigte 
keine Depression. 


Spezifische Drehung: 75,7 mg in 10 cem Chloroform, « = + 0,56, 2 dm. 
[a]2° = + 37,0. 


I 4,461 mg Subst.: 138,1830mg CO,, 4,250mg H,O. — II 3,461 mg 
Subst.: 10,18¢ mg CO,, 3,320 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 80,38 H 10,69 


Gef. ,, 1 80,30 II 80,24  ,, 10,66, 10,37. 


Diese Siure ist in Alkohol und Eisessig schwer léslich, in Ather und 
Chloroform leicht léslich. Sie firbt sich in Essigsiureanhydrid—Schwefel- 
siiure weinrot. 

Die Eigenschaften und die Analyse der Siéure zeigen, dab 
sie mit der von Wieland und Borsche aus Apocholsiure dar- 
gestellten #-Cholensiiure (Apocholansiiure) identisch ist. 


5. «-Cholatriensdure II. Die «-Cholatriensiiture | wurde aus 
Alkohol iiber 20mal umkrystallisiert. Dadurch wurde endlich 
eine Siiure von konstantem Schmelzpunkt erhalten. Sie schmilzt 
bei 176—178°, unter Sinterung bei 170°. 


Spezifische Drehung: 0,2302 gin 10 cem Chloroform, « = — 0,37°, 2 dm. 
[a]2° = — 8,03°. 

I 4,770 mg Subst.: 14,186 mg CO,, 4,100 mg H,O. — II 4,929 mg 
Subst.: 14,690 mg CO,, 4,250 mg H,0. 
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C,,H,,0, Ber. C 81,29 H 9,67 
Gef. ,, 1 81,10 II 81,30 _,, 9,62, 9,65. 


Titration: 21,35 mg brauchten 1,18 ecm n/20-KOH. 

Agquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 354,0 Gef. 361,8. 

Die Siure ist auch in Alkohol und Kisessig schwer léslich, in 
Chloroform und Ather leicht léslich, Sie firbt sich in konzen- 
trierter Schwefelsiure kirschrot und in KEssigsiureanhydrid— 
Schwefelsiure griin. Die Chloroformlésung der Siure wird durch 
Zusatz von Trichloressigsiure nach 2—3 Stunden griinlich blau. 
Sie addiert Brom und entfairbt Kaliumpermanganatlésung. 

Cholansiure aus e-Cholatriensiure III. 100 mg 
a-Cholatriensiure III wurden in 10 ccm Kisessiglésung unter Zu- 
leitung von H, mit 25 mg Palladiumschwarz hydriert. 

Hierbei nahm 1 Mol Saéure 3 Mole Wasserstoff auf. Das 
von Palladium befreite Filtrat wurde mit Wasser versetzt und 
die hierbei entstandene Fiallung aus Alkohol umkrystallisiert. 
Die in Nadeln krystallisierte Siure schmilzt bei 161—162% Sie 
firbt sich nicht mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsiiure und 
addiert weder Brom, noch entfirbt sie Kaliumpermanganat- 
losung. 


I 4,699 mg Subst.: 13,725 mg CO,, 4,660 mg H,O. — II. 4,511 mg 
Subst.: 13,170 mg CO,, 4,690 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 179,98 H 11,19 


Gef. ,, 1 79,85 II 79,82 ,, 11,16, 11,19. 


6. «-CholatriensiureIV. Aus den alkoholischen Mutterlaugen 
der «-Cholatriensiure II] wurde der in Alkohol leichter lésliche 
Teil nach dem Einengen in Nadeln gewonnen, die mehrmals aus 
Alkohol umkrystallisiert wurden. Die Siure IV schmilzt bei 
157—158°. 

Spezifische Drehung: 0,1039 g in 10 eem Chloroform, « = — 0,51°, 2 dm. 


[a]2° = — 24,5°. 


I 4,620 mg Subst.: 13,730 mg CO,, 3,970 mg H,O. — II 4,890 mg 
Subst.: 14,555 mg CO,, 4,210 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 81,29 H 9,67 


Gef. ,, 1 81,07 IL 81,20  ,, 9,62, 9,63. 
Titration: 20,3 mg Subst. brauchten 1,13 cem n/20-KOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0, Ber. 354 Gef. 359,83. 


Die Léslichkeit der Siure in Alkohol und Eisessig ist im Vergleich 
mit der der a-Cholatriensiure II und a-Cholatriensiiure III gréBer. In 
Ather und Chloroform ist sie leicht léslich. Sie addiert Brom und entfiirbt 
Kaliumpermanganatlésung. Sie firbt sich in konzentrierter Schwefelsiure 
tiefgelb und in Essigsiureanhydrid—Schwefelsiure griin. 
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Cholanséure aus @-Cholatriensaure IV. 103 mg 
a-Cholatriensiure [V wurden in 10 ccm Eisessig unter Wasser- 
stoff mit 25 mg Palladiumschwarz 7 Stunden lang geschiittelt. 
Dabei gebrauchte 1 Mol der Siure 3 Mole Wasserstoff. Nachdem 
die Lésung von Palladium abfiltriert war, wurde sie mit Wasser 
versetzt, um die Saiure auszufillen. Die Fallung wurde aus Al- 
kohol umkrystallisiert. Die in Nadeln  krystallisierte Siure 
schmilzt bei 160—161° wie Cholansiure. 


I 4,689 mg Subst.: 13,730 mg CO,, 4,690 mg H,O. — IL 4,540 mg 
Subst.: 13,320 mg CO,, 4,560 mg H,O. 
C,H, 0, Ber. C 179,93 H 11,19 


Gef. ,, 1 79,90 IL 80,05  ,, 11,19, 11,24. 

7. o-Cholatriensiure V-tetrabromid. 1 g q@-Cholatriensiure | 
wurde in 80 ccm Ather gelést und 27,2 cem einer 5°/,igen 
Brom—Kisessiglésung tropfenweise zugesetzt, bis die Lésung an- 
fangs gelb, schlieBlich gelblich rot wurde. 

Diese Atherlésung wurde mit Wasser und verdiinnter Na- 
triumcarbonatlésung bis zur Entfirbung gewaschen. Die noch- 
mals mit Wasser gewaschene Atherlésung wurde mit krystall- 
wasserfreiem Natriumsulfat entwissert und im Vakuum verdunstet. 
Daraus schied sich eine Krystallmasse ab, die aus Essigither 
umkrystallisiert wurde. Die in Nadeln krystallisierte Séaure 
sintert bei 203° und schmilzt bei 205—206°. 

I 4,870 mg Subst.: 7,460 mg CO,, 2,220 mg H,O. — II 4,700 mg 
Subst.: 7,220 mg CO,, 2,220 mg H,O. —I 3,404 mg Subst.: 1,573 mg Br. — 
II 3,177 mg Subst.: 1,464 mg Br. 

C,,H,,0,Br, Ber. C 42,74 H 5,02 Br 47,43 
Gef. ,, 1 41,79 II 41,91 ,, 5,10, 5,29 ,, 46,22, 46,10. 

Die Siiure ist in Alkohol, Ather, Eisessig schwer léslich, in 
Essigester ziemlich leicht und in Chloroform leicht léslich. 

8. «-Cholatriensiuremethylester V-tetrabromid. 3g a-Cholatrien- 
siiure 1 wurden mit Diazomethan verestert. Dieser Ester ist 
nicht krystallisierbar und ist dlig. Das Ol wurde in Ather ge- 
list und mit 5°/,iger Brom—Kisessiglisung versetzt, bis die Lé- 
sung gelblich rot wurde. Diese Atherlésung wurde mit Wasser 
und verdiinnter Natriumcarbonatlésung gewaschen. Die noch- 
mals mit Wasser gewaschene farblose Atherlésung wurde mit 
Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum verdampft. Sie gab 
viel Harz. Daraus wurden Nadeln erhalten, die sich aus Essig- 
ther umkrystallisieren lieBen. Der Ester schmilzt bei 198°. 
Die Ausbeute betrug 0,3 g. 
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Der Ester ist in Alkohol, Ather und Eisessig schwer lislich, in Essig- 
iither ziemlich leicht und in Toluol, Benzol und Chloroform leicht léslich. 


I 4,805 mg Subst.: 7,730 mg CO,, 2,240 mg H,O. — II 4,195 mg 
Subst.: 6,750 mg CO,, 2,020 mg H,O. —I 8,214 mg Subst.: 1,490 mg Br. — 
II 3,302 mg Subst.: 1,530 mg Br. 


C,,H,;,O,Br, Ber. C 43,61 H 5,28 Br 46,46 
Gef. ,, I 43,90 II 43,91 ,, 5,22, 5,39 », 46,3, 46,34. 

Entbromung des e-Cholatriensiure-V-ester-tetra- 
bromids. 0,4g Substanz wurden in 20 ccm KEisessig suspen- 
diert und mit 0,5 g Zinkstaub 2 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade erwarmt. Das Filtrat wurde vom Zinkstaub nach Ver- 
diinnung mit Wasser ausgeithert und die Atherlésung mit Wasser 
gewaschen. Diese Atherlésung wurde mit Natriumsulfat ge- 
trocknet und im Vakuum verdampft. Der élige Riickstand wurde 
mit 8°/,iger alkoholischer Kalilauge verseift, nach dem Ver- 
dampfen des Alkohols im Vakuum mit Wasser verdiinnt und mit 
verdiinnter Schwefelsiure angesiuert. Die dabei ausgeschiedene 
Masse wurde in Ather gelést und mit Wasser gut gewaschen. 
Die mit Natriumsulfat getrocknete Atherlésung wurde auf dem 
Wasserbade verdampft. Die ausgeschiedene krystallinische Masse 
wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Die in Nadeln krystallisierte 
Siure schmilzt bei 160—161°. 

Spezifische Drehung: 0,1053 g in 10 cem Chloroform, « = — 1,56°, 2 dm. 
[a]2° = — 75,36°. 

4,156 mg Subst.: 14,130 mg CO,, 4,110 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 81,29 H 9,67 Gef. C 81,22 H 9,69. 


Die Siure ist in Alkohol, Eisessig schwer, und in Ather, Chloroform 
leicht léslich. Sie fiarbt sich in konzentrierter Schwefelsiure und in Essig- 
siureanhydrid-Schwefelsiure gelb, dann zeigt sich eine griine Fluorescenz. 
Sie addiert Brom und entfirbt Kaliumpermanganatlésung. 

Hydrierung der Siure. 35 mg Séure wurden in 10 ccm 
Kisessig unter Zusatz von 50 mg Palladiumschwarz mit Wasser- 
stoff hydriert. Die Lésung wurde nach der Entfernung des Palla- 
diums mit Wasser verdiinnt und die dabei ausgeschiedene Masse 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Die in Nadeln kry- 
stallisierte Saéure schmilzt bei 160—161° Der Mischschmelz- 
punkt mit Cholansiure zeigt keine Depression. 

a-Cholatriensdure III. Bei der Bromierung des «-Cholensiiuremethyl- 
esters V aus a-Cholatriensiure I ergaben sich viele harzige, nicht krystalli- 
sierte Massen, ungefihr 7 g. Diese braunen Harze wurden in 50 cem Eis- 


essig suspendiert, unter Zusaiz von 7g Zinkstaub auf dem Wasserbade 
3—4 Stunden erwirmt und hei8 filtriert. 
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Beim Erkalten des Filtrats wurde ein braunes Harz abgeschieden, 
das mit viel Wasser durchgeknetet wurde. Dann wurde es mit 5°/,iger 
methylalkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbade 3—4 Stunden erwiirmt. 
Die verseifte Lésung wurde nach Verdiinnung mit Wasser mit verdiinnter 
Schwefelsiiure angesiuert. Die braune Fillung wurde abfiltriert und mit 
Wasser gut gewaschen. Diese Fillung wurde mit Alkohol gelést, unter 
Zusatz von Tierkohle entfairbt und mit Wasser versetzt, bis eben eine 
Triibung auftrat. Beim Stehen schied sich eine in Tafeln oder Blittchen 
krystallisierende Masse ab. Die aus Alkohol mehrmals umkrystallisierte 
Siure schmolz bei 176—178°. 


Spezifische Drehung: 0,1798 mg in 10 ccm Chloroform, a = — 0,34, 2 dm. 
[a]2° =— 945°. 


Der Mischschmelzpunkt der Siure mit a-Cholatriensiure III zeigt 
keine Depression. Die Siéure wurde durch Hydrierung mit Palladium- 
schwarz in Cholansiiure umgewandelt. 


I 5,335 mg Subst.: 15,965 mg CO,, 4,720 mg H,O. — II 5,860 mg 
Subst.: 16,055 mg CO,, 4,740 mg H,O. 
C,,H;,0, Ber. C 81,29 H 9,67 


Gef. ,, 1 81,66 II 81,72  ,, 9,90, 9,90. 
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Uber die Konstitution des Cholesterins und der Gallensiuren. 


Von 


A. Windaus. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaits-Laboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Oktober 1932.) 


Auf Grund eines sehr umfangreichen Materials, das am Chole- 
sterin und an den Gallensiiuren zusammengetragen worden ist, 
sind seit einer Reihe von Jahren Konstitutionsformeln fiir die 
Sterine und Gallensiuren entwickelt worden. 

Durch Untersuchungen, die im Jahre 1932 erschienen sind, 
hat sich aber herausgestellt, daB diese Formeln nicht zutreffen 
kénnen; es miissen also gewisse Voraussetzungen, auf Grund derer 
die friiheren Formeln abgeleitet worden sind, falsch sein, und ich 
habe darum meine friiheren Experimente und Deutungsversuche 
einer kritischen Durchsicht unterzogen. 

An einigen Feststellungen, die seinerzeit getrofien worden 
sind, ist bestimmt nichts zu iindern. So ist die Bruttoformel 
(,H,,O fir das Cholesterin sicher richtig; ebenso sicher ist es, 
dai das Cholesterin eine Doppelbindung und eine sekundire 
Alkoholgruppe besitzt. Der aus diesen Daten abgeleitete Schlub, 
daB das Cholesterin vier alicyclische Ringe enthiilt, ist eben- 
falls zutreffend. Auch der Nachweis, dab im Cholesterin eine 
Iso-octyl-seitenkette vorhanden ist, die bei der Oxydation als 
Methyl-iso-hexylketon abgespalten wird, bleibt giiltig.’) 

Weniger sicher sind dagegen einige andere Folgerungen, die 
ich aus meinen Versuchen gezogen habe: 


1. Nachweis, da8 Hydroxylgruppe und Doppelbindung des Cholesterins 
in zwei verschiedenen Ringen stehen: 


Diesen Nachweis habe ich auf dem folgenden Wege zu er- 
bringen versucht: Cholesteryl-acetat (I) liefert mit rauchender 


') Literaturzusammenstellung: Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1919, 237. 
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Salpetersiiure!?) ein Nitro-cholesteryl-acetat (II)*); in Ana- 
logie mit der Nitrierung von Stoffen wie Methyl-inden habe ich 
angenommen, daB die Nitrogruppe ein Wasserstoffatom an einem 
ungesittigten Kohlenstoffatom ersetzt. Bei der Reduktion dieser 
Nitroverbindung mit Zinkstaub und Essigsiiure entsteht das Acety]- 
derivat eines Keto-alkohols, des Cholestanon-ols* °) (III). 
Augenscheinlich wird hierbei die Gruppe >C:C— in >CH—CO— 











verwandelt. NO, 
C, Hy; C, Hy; C,,H,s 
% \7 J a. ¥4 iil “ss J 
H C:C—H CH C:C—NO, CHOH CH—CO 
| 
OCOCH, bcocu, Ill 
I II Cholestan-on-ol, 
Cholesterylacetat. Nitro-cholesterylacetat. Cy, HOy- 


Das Cholestan-on-ol laBt sich zu einem Diketon C,,H,,0,, 
dem Cholestandion (IV) und dieses wieder zu einer Keto- 
dicarbonsiure (V) oxydieren; auf einem etwas anderen Wege’%), 
der in den Formeln VI—X wiedergegeben ist, kann man auch 
leicht vom Cholestanon-ol zu einer Tetracarbonsaure C,,H,,0, 
(X) gelangen: 




















C,,H yo Cy3 Hy Cy,H,, 
ci gate | pm] | tj yy 
CO—CH, CO—CH, COOH COOH CO—CH, CHCI—CH, CO—CH, 

IV V VI 
Cholestandion. Keto-dicarbonsiure, Chlorcholestanon, 
C,,H,,0,. C,,H,,OCI. 
Cy3H yo Cy3H yo 
| * | ( | we oe | | 
CHCI—CH, COOH COOH CHOH—CH, COOH COOH 
VII Vil 
Chlordicarbonsiure, C,,H,,0,Cl. Oxy-dicarbonsiure, C,,H,,0,. 
C.sHy, Cy 3H, 
mae te a | = | | 
CO—CH, COOH COOH COOH COOH COOH COOH 
IX X 
Ketodicarbonsiure, C,,H,,0,. Tetracarbonsiure, C,,H,,O,. 





') Mauthner u. Suida, Mh. Chem. 24, 648 (1903). 

*) Mauthner u. Suida, Mh. Chem. 14, 85 (1894). 

®) Ahnlich wie beim Cholesterylacetat verliuft die Nitrierung beim 
Cholesterin, Cholesterylchlorid C,,H,,Cl und beim Cholesten C,,H,,. 

*) Windaus, Ber. chem. Ges. 36, 3752 (19083). 

’) Windaus, Uber Cholesterin, Habilitationsschrift, Freiburg i. Br. 1903. 
*) Windaus u. Stein, Ber. chem. Ges. 37, 3699 (1904). 
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Die Bildung dieser Tetracarbonsiiure zeigt, daB die Alkohol- 
gruppe und die Ketogruppe des Cholestanon-ols in zwei ver- 
schiedenen Ringen stehen und daB sich sowohl neben der 
Alkohol- wie neben der Ketogruppe ein Methylenrest befindet. 

Diese Befunde wiirden beweisen, daB auch die Alkohol- 
gruppe und die Doppelbindung des Cholesterins in zwei ver- 
schiedenen Ringen stehen, unter der Voraussetzung, daB die Nitro- 
eruppe nicht an einer anderen wie der erwarteten Stelle in das 
Cholesterinmolekiil eingetreten ist, oder daB sich die Doppelbindung 
des Cholesterins wihrend der Reaktion nicht verschoben hat. 

Solche Annahmen sind aber sehr unwahrscheinlich, besonders 
darum, weil auch Oxydationsversuche mit Kaliumpermanganat und 
mit Benzopersiure zu demselben Ergebnis fiihren wie die Unter- 
suchung der Nitrokérper und ihrer Derivate: Bei der Oxydation 
des Cholesterins (XI) mit Kaliumpermanganat oder Benzoper- 
siiure erhalt man zwei stereoisomere Cholestantriole C,,H,,0, 
(XII), die sich zu zwei stereoisomeren Cholestandion-olen 
C,,H,,0, (XIII) oxydieren lassen'*%); diese beiden Cholestan- 
dion-ole spalten sehr leicht Wasser ab und geben dasselbe ein- 
fach ungesittigte Diketon C,,H,,0,, das Cholestendion 
(XIV), das das Verhalten eines Enols zeigt und darum auch 
Oxycholestenon genannt worden ist; das Cholestendion 1laBt 
sich, selbst in neutraler Lésung, zu einem gesiittigten Diketon 
hydrieren, das sich mit dem Cholestandion (IV) als identisch er- 
wiesen hat.*) 


Cop Hyp CoH yo 


a See 








A a 


az a ie 4 , ee 
CH,—CHOH CH—C:CH +» CH,—CHOH H—C—CHOH 








XI ;, | 
Cholesterin. XI . OH 
Cholestantriol. 
C..H yo CrsH yo 
is, 2° a eee . 
CH,—CO CH-—C—CO CO—CH, C€:C—CO > IV Cholestandion. 
| 
XIII OH XIV 
Cholestandion-ol. Cholestendion. 





') Windaus, Ber. chem. Ges. 40, 257 (1907). 
*) Pickard u. Yates, Chem. Soc. 93, 1683 (1908). 
*) Westphalen, Ber. chem. Ges. 48, 1064 (1915). 
*) Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 2249 (1906). 
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Dieses Cholestandion enthilt nun, wie oben nachgewiesen 
worden ist, seine beiden Ketogruppen zweifellos in zwei ver- 
schiedenen Ringen. Wenn also nicht bei der Wasserabspaltung 
des Cholestandion-ols oder bei der Hydrierung des Cholestendions 
unerwartete Umlagerungen eingetreten sind, wiirde auch diese 
Reaktionsfolge beweisen, daB Hydroxylgruppe und Doppelbindung 
in zwei verschiedenen Ringen stehen. 


2. Nachweis, daB sich die Doppelbindung des Cholesterins 
in /,y-Stellung zur Alkoholgruppe befindet. 


Es ist sehr wahrscheinlich, dai das Cholestandion ein y-Di- 
keton ist. AuBer anderen Griinden, die nicht wieder angefiihrt 
werden sollen’), spricht hierfiir der Umstand, daB Cholestandion 
mit 1 Mol. Hydrazin unter Abspaltung von 2 Mol. Wasser reagiert, 
augenscheinlich unter Bildung eines Pyridazinderivats.?) Die bei 
der Oxydation des Cholestandions entstehende Keto-dicarbonsiure V 
ist sehr bestiindig und sicher keine §-Ketosiure; die der Keto- 
dicarbonsiiure entsprechende Oxysiiure liefert leicht ein Lacton 
und wird wahrscheinlich eine y- oder 0-Oxysiiure sein.*) Immer 
unter der Voraussetzung, daB keine unerwarteten Umlagerungen 
eingetreten sind, kann sich das Cholestandion nur von einem /,y7- 
oder y,d-ungesittigten Alkohol ableiten, wie es die folgenden 
schematischen Bilder andeuten: 


| \4 1 | | "ug 4 | 
1 CHOH—C—C=CH —~> CO—C—CH—CO 
oder 
| sr i | | a as a | 
2. CHOH—C-——C—CH=C— > CO—C—C—CO—CH— 


Ich habe mich seinerzeit fiir die £,y-Stellung der Doppel- 
bindung entschieden, und zwar auf Grund einer Untersuchung 
des Cholestenons, eines einfach ungesiittigten Ketons C,,H,,0, 
das bei der Dehydrierung des Cholesterins entsteht. Dieses Keton 
zerfillt niimlich bei der Oxydation mit Ozon oder mit Kalium- 


') Literaturzusammenstellung: Nachr. Ges. Wiss. 1919, 237. 
2) Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 2249 (1906). 
) Windaus u. HoBfeld, Diese Z. 145, 182 (1925). 





fiir 


bei 
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permanganat in der Hauptsache in Kohlendioxyd und eine Keto- 
monocarbonsiure C,,H,,O,. Ich habe diesen Vorgang friiher 
durch die folgenden Formeln wiedergegeben !*°): 











C,H 49 C259 C,.Hy, 
| 2] | | | | = | | 
CH, CH CH -——» CH, CH COOH > CH, CH, COOH 
ee in ba al 
CO CH CO COOH CO 
Cholestenon (?), Zwischenprodukt Ketomonocarbon- 
C,,H,,0. (unbestindige siiure (?), 
6-Ketosiure). Cy.H,,0,. 


und habe behauptet, daB dieser Abbau nur mit der /,7-Stellung 
und nicht mit einer andern Stellung der Doppelbindung verein- 
bar sel. 

Zusatz: Diese Behauptung ist ein Irrtum. Diels und 
Abderhalden‘), die das Cholestenon (XV) als erste dargestellt 
hatten, hielten das Keton fiir o,f ungesittigt; sie stiitzten diese 
Vermutung durch die Darstellung eines Hydroxylamin-Additions- 
produktes, das in geringer Menge neben dem normalen Oxim 
entstand. Ich selbst, der das Hydroxylaminadditionsprodukt nicht 
zi fassen vermochte, hielt die «,f-Stellung der Doppelbindung 
fiir sehr unwahrscheinlich, weil sich das Cholestenon mit Zink- 
staub und Essigsiiure nicht hydrieren heB.5) Nun haben aber vor 
kurzem Menschick, Page und Bossert®) durch Untersuchung 
der Absorptionsspektren von «,f- und #,y-ungesittigten Ketonen 
cinwandfrei bewiesen, daB Cholestenon sich optisch wie ein @,/- 
ungesattigtes Keton verhilt. Da bei der Oxydation mit Ozon 
eine Verschiebung der Doppelbindung ausgeschlossen erscheint, 
bleibt fiir den Abbau des Cholestenons (XV) zur Siiure ©,,H,,O, 
XVI) und Kohlendioxyd nur die folgende, von Friiulein E, Dane- 
Miinchen vorgeschlagene Formulierung’) iibrig: 


1) Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 2010 (1906). 

*) Windaus, Ber. chem. Ges. 50, 133 (1917). 

5) Dorée u. Gardner, Chem. Soc. 93, 1330 (1908). 

4) Ber. chem. Ges. 37, 3099 (1904). 

5) Ber. chem. Ges. 39, 518 (1906). 

®) Liebigs Ann. 495, 225 (1932). 

7) Diese Formulierung gestattet es auch, einen angemessenen Ausdruck 
fiir die Bildung einer Saure C,,H,,O, (XVII) zu finden, die als Nebenprodukt 
bei der Oxydation des Cholestenons mit Kaliumpermanganat entsteht. 
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C2. H 59 C.,H;, C,,Hy5, 
| rt | | | | | | | #& 
3)CO C5) CH,7) —» CO CO CH, ——-» COOH CO _ CH, 
a ie. cl ~~ ol 
4)CH 6)CH, HOOC CH, CH, 
XV Nicht isoliertes XVI 
Cholestenon. Zwischenprodukt. Ketosiure, C,,H,,0,. 


Cholestenon ist also «,#-ungesittigt. 














P C.,H;, C..H,, CoH ao 
| | | | | | | | | 
CO C CH, —» CO C-OH CH, ——» COOH C-OH CH, 
a ge i lle il i 
CH CH, HOHC CH, HOOC CH, 
XV Cholestenon. Zwischenprodukt. Zwischenprodukt. 
Guat, 
| | | 
CO C CH, 
igi ae 
O CH, 
COOH 


XVII Siure, C,,H,,O,. 


Es erhebt sich nun die Frage, ob auch die Doppelbindung 
des Cholesterins in der «,f-Stellung steht, oder ob sie sich erst 
bei der Bildung des Cholestenons von der f,y- in die @,8-Stellung 
verschiebt. Ich neige zu der zweiten Annahme. Jedenfalls wiire 
es schwer verstiindlich, wie aus einem a@,f-ungesittigten sekun- 
diiren Alkohol, der die Alkoholgruppe und die Doppelbindung in 
demselben Ringe enthilt, ein y-Diketon entstehen kénnte, dessen 
beide Ketogruppen sich in zwei verschiedenen Ringen befinden; 
man miiSte dann schon annehmen, daB bei der Nitrierung des Chole- 
sterins und der Cholesterinderivate die Nitrogruppe nicht an ein 
ungesiittigtes Kohlenstoffatom, sondern vielmehr an ein der Doppel- 
bindung benachbartes gesiittigtes Kohlenstoffatom treten wiirde. 
Hiergegen spricht aber der Umstand, daB das aus Nitro-cholesten 
gebildete Keton verschieden ist von demjenigen Keton, das aus 
Cholesten durch Chromsiiureoxydation und darauffolgende Hydrie- 
rung entsteht (vgl. S. 155). 

Bei der Oxydation des Cholesterins mit Permanganat miifte 
Iman, um von einem @,f-ungesiittigten Alkohol zu einem y-Diketon 
zu gelangen, die Reaktion folgendermaBen formulieren: 











i 
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C,,H;, C..H35, Cop Ho 
| | | | | | | | | 
CHOH C CH, —» CHOH C-OH CH, —» CO C CH, 
CH CH, CHOH CH, CO CH 
Cholesterin (?). Cholestantriol (?). Cholestendion (?). 
Cros, 


- éo On CH, 
ie a 
CH, GO 
IV Cholestandion. 

es wiirde also ein einfach ungesiittigtes e@-Diketon entstehen, und 
dieses miiBte sich bei der Hydrierung durch eine Allylumlagerung 
in ein y-Diketon verwandeln. DaB eine solche Reaktion, die in 
stark saurer Liésung nicht ungewohnlich erschiene, in neutraler 
Lisung vor sich gehen sollte, erscheint mir ausgeschlossen. Es 
lassen sich noch verschiedene andere Griinde gegen die @,8-Stellung 
der Doppelbindung im Cholesterin anfiihren. Vor allem spricht 
vegen diese Annahme der Umstand, daf der dem Cholestenon 
entsprechende a,f-ungesiittigte Alkohol wahrscheinlich im Allo- 
cholesterin, auf das ich noch zu sprechen komme, vorliegt. 





— 


Wenn ich also auch glaube, dab das Cholesterin als (A,y- 
ungesittigter Alkohol richtig formuliert war, so ergibt sich aus 
dem Abbau des Cholestenons doch die Notwendigkeit, die Hydroxy]- 
sruppe, die ich an das Kohlenstofiatom 4 angeheftet hatte, nun- 
mehr an das Kohlenstoffatom 3 zu setzen und die Doppelbindung 
statt zwischen Kohlenstoffatom 6 und 7 zwischen 5 und 6 zu 
legen (vgl. Formel XIa). 

Cy. Hy, 





mene 


Lh tO 
3)CHOH 5G CH, 
elie. ll 
CH, CH 
Xla  Cholesterin. 

Kine entsprechende Anderung erfahren natiirlich die anderen 
Umwandlungsprodukte des Cholesterins. Die Substituenten, die 
an Stelle der Hydroxylgruppe getreten sind, kommen an C, statt 
an C,; die Nitrogruppe, die ich an das Kohlenstofiatom 7 gesetzt 
hatte, riickt an C,; das Cholestantriol (XII) ist ein 3,5,6- und 
nicht ein 4,6,7-Triol und Cholestandion (IV) ist ein 3,6- und 
nicht ein 4,7-Diketon usw. 
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Cy Hg9 CyoH yo Cy9H yo 
| | | | | | | | | 
H,COCOCH C CH, CHOH C-OH CH, %CO CH #&CH, 
CH, C CH, CHOH CH, «CO 
| 


II NO, XII IV 
Nitro-cholestery]l-acetat. Cholestan-triol. Cholestan-3,6-dion. 


3. Uber den Nachweis, 
da8 im Cholesterin die Ringe I und II kondensiert sind. 
Nach der alten, als unrichtig erkannten Formulierung soll 
beim Abbau des Cholestenons der Ring II aufgesprengt und eine 
Keto-mono-carbonsiiure gebildet werden; die Ketogruppe dieser 
Siiure befindet sich in einem Ring, da bei der Oxydation mit Natrium- 
hypobromit eine Tricarbonsiiure C,,H,,O, entsteht.’) 
Alte, falsche Formulierung: 
C2 Hs, CoH 5, 


‘ 
C..H,, 
enum we 


—— ane —— 


| | | | | | | | | 
CH, CH CH —-» CH, CH, COOH —-» COOH CH, COOH 











CO CH CO HOOC 
Cholestenon (?). Siure, C,,H,,0, (?), Tricarbonsiiure (?), 


Cog H 4,05. 

Hieraus habe ich geschlossen, da’ die CH-Gruppe, die im Chole- 
stenon an der Stelle 5 vorhanden sein sollte, Knotenpunkt zweier 
Ringe ist. Da diese beiden Ringe bei Anwesenheit einer CH- 
Gruppe 1m Knotenpunkt keinem Spiransystem zugehéren kénnen, 
miissen sie mindestens 2 Kohlenstoffatome gemeinsam haben. 

Auch nach der neuen Formulierung kommt man zu dem- 
selben SchluB: bei der Oxydation des Cholestenons wird zuniichst 
der Ring I aufgesprengt, und es bildet sich an der Stelle 5 eine 
Ketogruppe aus, die sich im Ring II befindet: 

Neue Formulierung: 











C, f Is Cys I I59 Cy, I ™ 
| | | | | Wm | | | | 
CO 5)C CH, —-» COOH CO CH, ——»>» COOH COOH CH, 
al oe a rt 
CH GH, CH, COOH 
XV XVI XVIII 
Cholestenon. Ketosiure, C,,H,,O,. _Tricarbonsiiure, C,,H,,0,. 


Auch hier muB also ©, urspriinglich Knotenpunkt zweier Ringe 
gewesen sein, und da es ungesiittigt ist, kénnen diese Ringe keine 


1) Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 2010 (1906). 
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Spirane sein, sondern miissen mehrere Kohlenstoffatome gemein- 
sam haben. 


4. Uber den angeblichen Nachweis, 

daB in Stellung 8 des Cholesterinskeletts eine Methylengruppe steht. 

Dieser angebliche Nachweis ist durch die neue Formulierung 
des Cholesterins nach XIa hinfillig geworden; er war unter Zu- 
srundelegung der unrichtigen Formel auf folgendem Wege gefiihrt 
worden. Im Cholesten C,,H,,, das héchstwahrscheinlich in seinem 
Bau dem Cholesterin entspricht*), war urspriinglich die Doppel- 
bindung zwischen C, und C, gelegt worden. Bei der Oxydation 
mit Chromsiiureanhydrid hefert es ein Oxocholesten?); in Uber- 
einstimmung mit zahlreichen in der Literatur beschriebenen Fillen 
wurde angenommen, dab eine der Doppelbindung benachbarte 
CH,-Gruppe, die also in Stellung8 stehen mubte, zur Ketogruppe 
oxydiert worden sei; das Oxo-cholesten lieB sich leicht zu einem 
Oxocholestan hydrieren, das als Cholestan-8-on angesprochen wurde. 
Bei der Oxydation mit Salpetersiiure gab es dieselbe Dicarbon- 
siiure, die auch aus dem vom Nitro-cholesten abgeleiteten Keton, 
dem angeblichen Cholestan-7-on erhalten worden war.) 


Alte, falsche Formulierung: 























C,,H;, Cy, Hs; C,,H,, 
| | | | | 4 | 
| CH, CO | CO 
| — ; | | - | 
CH, CH CH CH, CH CH CH, CH CH, 
‘ae ll ‘ea ual a ae 
CH, CH CH, CH CH, CH, 
Cholesten (?). Oxo-cholesten (?). Cholestan-8-on. 
Y 
C,, Hs, C,,H,; Cs, H,, 
| ni | | | 
CH, | CH, J COOH 
| ee — 
CH, CH C-NO, CH, CH CO CH, CH COOH 
Se “a a le all “et ae 
CH, CH CH, CH, CH, CH, 
Nitro-cholesten (?). Cholestan-7-on. Dicarbonsiiure, 


C,H, (?). 





*) Dies ergibt sich daraus, da8 bei der Oxydation mit Chromsiiure- 
anhydrid die neu gebildete Carbonylgruppe im Cholesten und Cholestery]- 
acetat an dieselbe Stelle tritt. 

1) Windaus, Ber. chem. Ges. 53, 488 (1920). 

*) Windaus u. Dalmer, Ber. chem. Ges. 52, 162 (1919). 

33” 
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Mach der neuen Formulierung steht die Doppelbindung des 
Cholestens (XLX) zwischen Koblenstoffatom 5 und 6*); das Nitro- 
cholesten ist ein 6-Nitrocholesten (XXL), und das durch Reduktion 
der Nitroverbindung gebildete Keton ist ein Cholestan-6-on (XXIII), 
Das Oxocholesten (XX) und das Oxo-cholestan (AXIJ) haben ihre 
Carbonylgruppe an der Stelle 7, und die aus Cholestan-6-on und 
Cholestan-7-on gebildete Dicarbonsiiure besitzt die Formel XXIV. 
Uber die Natur der in Stellung 8 vorhandenen Gruppierung laBt 
sich also nach der neuen Formulierung keine Aussage mehr 




















machen: 
Neue Formulierung: 
Cys H;, C..H,, C,, Hs, 
| | | | | | | | 
CH, C i, —» Gi © CO + CH, CH CO 
CH, CH CH, CH CH, CH, 
XIX xX XXI 
Cholesten. Oxo-cholesten. Cholestan-7-on. 
| 
Y 
Cools, Cy, Hy, C,,Hy5, 
| | | | | | | | | 
CH, C CH, ake CH, CH CH, ; CH, CH COOH 
CH, C CH, CO CH, COOH 
aa | XXIV 
XXII NO, XXIII Dicarbonsiiure, 
Nitro-cholesten. Cholestan-6-on. Cyt gO, 


Es besteht allerdings noch eine gewisse Unstimmigkeit, dic 
der Aufklirung harrt. Aus einem Isomeren des Cholestens, dem 
Pseudo-cholesten**) habe ich in schlechter Ausbeute eine Nitro- 
verbindung erhalten, die bei der Reduktion ein Keton gibt.!) Dieses 
Keton habe ich seinerzeit fiir das Cholestan-6-on gehalten und 
habe gefundin, daB es bei der Reduktion nach Clemmensen 
ebenso wie die beiden anderen Ketone Cholestan liefert, den 
Grundkohlenwasserstoff der Cholesterinreihe. Die Art der Isomerie 
zwischen den Ketonen des Nitro-cholestens und des Nitro-pseudo- 


*) Mit der Stellung 4—5 der Doppelbindung im Cholesten, die der 
a,$-Stellung im Cholesterin entspricht, lassen sich die hier geschilderten 
Reaktionen nicht formulieren. 

**) Die Isomerie zwischen Cholesten und Pseudocholesten sowie zwischen 
Cholestan und Pseudocholestan wird in einem besonderen Kapitel diskutiert. 

') Windaus, Ber. chem. Ges. 53, 483 (1920). 





H 


ZW 
fii 


od 











Uber die Konstitution des Cholesterins und der Gallensiiuren. 157 


cholestens ist noch nicht aufgeklirt. Ich halte es fiir méglich, 
daB das Keton aus Nitro-pseudocholesten sich als Cholestan- 
4-on erweisen wird. 


5. Uber die Gliederzahl von Ring I und Ring II. 

Als Ring I des Cholesterins wird derjenige Ring bezeichnet, 
der die Alkoholgruppe enthilt, als Ring IL derjenige, der die 
Doppelbindung enthilt. 

Um die Gliederzahl der Ringe zu ermitteln, hat man sich 
der Blaneschen Regel bedient'); man hat jeden Ring einzeln 
aufgespalten und die dabei entstehende Dicarbonsiiure der ther- 
mischen Zersetzung unterworfen. Aus sechs- oder sieben- 
chedrigen Ringen entstehen hierbei 1,6- oder 1,7-Dicarbonsiiuren, 
die nach Blane beim Erhitzen Kohlendioxyd und Wasser ab- 
spalten und in cyclische Ketone iibergehen sollen. Aus fiinf- oder 
viergliedrigen Ringen entstehen 1,5- oder 1,4-Dicarbonsiiuren, die 
beim Erhitzen mit Essigsiiureanhydrid und bei darauffolgender 
Destillation nur Wasser abspalten und cyclische Siiureanhydride 
liefern sollen. 

Fiir Ring I ergibt sich nach diesem Verfahren ohne weiteres 
die Ghederzahl 6. Die aus dem Dihydrocholesterin (XXV) durch 
Aufspaltung des Ringes I entstehende Dicarbonsiiure*) C,,H,,0, 
(XXVI) liefert niimlich bei der Blancschen Reaktion glatt ein 
Keton C,,H,,O (XXVIII), und dieses wird mit Salpetersiiure zu 
einer Dicarbonsiiure (XXVIII) oxydiert**), die bei der thermischen 
Zersetzung in ein Saéureanhydrid (XN XIX) iibergeht: 











C,H, C,,H,, C,, Hg, 
eS eer WS a 
C C C C C C 
May ™%, fe Pia i 
H,62) Us---0 _, HOOT UG OU 
| | | | | | | 
HOHC3) 5)CH 7)CH, HOOC CH CH, H,C——-CH CH, 
we ae “Se hg 
CH, CH, CH, OH, CH, 
XXV XXVI XXVII 


Dihydrocholesterin. Dicarbonsiiure, C,,H,,O,. Keton, C,,H,,0. 


1) Windaus u. Dalmer, Ber. chem. Ges. 52, 162 (1919). 

*) DaB die Aufspaltung zwischen Kohlenstoffatom 2 und 3 und nicht 
zwischen 3 und 4, wie ich friiher glaubte, erfolgt, wird spiiter erwiesen; 
fiir die hier diskutierte Frage ist dieser Punkt ohne Bedeutung. 

**) Ob die Aufspaltung in der in Formel XXVIII angenommenen Weise 
oder zwischen Kohlenstoffatom 1 und 2 erfolgt, ist noch unsicher. 
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Ci Hs; CiHsr 
V4 \Z Ww oy 
C C C C 
i ie a 
Hoog «42U..--0 _. oc J....0 
| | 0< | | 
HOOC-——-CH CH, OC——CH CH, 
GH, OH, 
XXVIII XXIX 
Dicarbonsiiure, C,,H,,O,. Siureanhydrid, C,,H,,0,. 


Bisher ist keine Tatsache bekannt geworden, die gegen die 
Sechsringnatur des Ringes I sprechen wiirde. Schwieriger liegen 
die Verhiiltnisse bei Ring I. Die aus Cholestan-6-on (XXIII) 
oder Cholestan-7-on entstehende Dicarbonsiiure (XXIV), in der 
Ring II geéffnet worden ist, gibt bei der Destillation ein Saure- 
anhydrid (XXX) und verhilt sich demnach wie in der aliphatischen 
Reihe eine Glutarsiiure; man wiirde also daraus folgern, daB der 
Ring U ein Finfring ist. 














Ci7Hg, C,, Hs; C,H, 
sy VW YY Vv 
Fi ites ia Fa ti 
“i C....0— . HC ..-0— __HC 0...-C< 
| | | | | 
H,C CH CH, H,C CH COOH | his 
ie iil oe ili . | 
CH, CO GH, COOH H,C CH O 
XXIII XXIV CH, CO 
Cholestan-6-on. Dicarbonsiure, C,,H,,0,. XXX 


Sdureanhydrid, C,,H,,0,. 


Studiert man dagegen das Verhalten einer anderen Gruppe 
von Oxydationsprodukten nach der Blancschen Methode, kommt 
man zu dem Ergebnis, daB Ring II kein Fiinfring sein kann. Es 
handelt sich um die folgenden Umsetzungen: Aus dem Chole- 
sterin (XIa) entsteht bei der Oxydation mit Kaliumhypobromit 
die Dielssiiure C,,H,,0,"), der ich seinerzeit die Formel XXX] 
erteilt habe, die ich auch heute noch fir richtig halte. Diese 
Dielssiiure gibt iiber eine Anzahl Zwischenprodukte (XXXII 
bis XXXII) eine Tricarbonsiure C,,H,,0,?) (XXXIV). 


1) Diels u. Abderhalden, Ber. chem. Ges. 36, 3179 (1903). 
2) Windaus, Ber. chem. Ges. 41, 611, 2558 (1908); 42, 3770 (1909); 


45, 1316, 2421 (1912). 
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C,,H,; CuEles C,,H,; 
— “Ss ~' s Net! ew 
C C C C C C 


ors, el Pan i 
Bo Ce: pe BC C:...0c» BC U..-.0 


| | | | | | | 
HOHC C CH, HOOC C CH, HOOC C CO 








CH, CH HOOC H HOOC CH 
XXXII 
Xla XXXI Oxo-dielssiiure, 
Cholesterin. Dielssiiure, C,,H,,0,. CH... 
: C,,H,; C,, Hs, a 
‘ aa, Sar Sal 
C C C C 


H,C C----Co —» H,C C.---- C< 
| | | | 
CO CO HOOC COOH COOH 


‘ HOOC 
r Pd Pd merase 
HOOC COOH 7 XXXTN . 
XXXII Tricarbonsiure, C,,H,.0,. 


Diketo-tricarbonsiure, C,,H,,0,. 


Diese Tricarbonsiure C,,H,,O, spaltet bei der thermischen 
Zersetzung Kohlendioxyd und Wasser ab und gibt eine Keto- 
monocarbonsiure OC, ,H,,0O, (XXXYV); diese 1a Bt sich mit Chromsiure- 
anhydrid oder Salpetersiure wieder aufspalten, und zwar zu einer 
Tricarbonsdure C,,H,,O,, die, je nachdem ob Ring IT ein Fiinf- oder 
Sechsring ist, die Formel XXXVIa oder XXXVIb besitzen mub. 




















yr 
C 
, i | 
CrHsr A weet 
: | | 
A YC COOH COOH 
_ _ XXXVIa 
oe 8 @ iP < ) P ‘ ¢ 
‘N C< rricarbonsiiure, C,,H,,0, (?) 
| | ‘ 
COOH CH 
CH, CO — VAN, 
XXXV } s 


Keto-monocarbonsiure. i ia a 
HOOC C C< 
| | 
COOH COOH 
XXXVIb 
Tricarbonsiure, C,,H,,0,. 
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Die Tricarbonsiiure C,,H,,O, gibt bei der thermischen Spal- 
tung wieder Kohlendioxyd und Wasser ab und liefert eine Keto- 
monocarbonsiiure C ye He, Oy: sie mu also nach der Blancschen 
Regel noch zwei "“Oatboxyleruppen in der 1,6-Stellung  ent- 
halten. Das ist aber nur in der Formel XXXVIb der Fall, die 
sich von einem Cholesterin ableitet, in dem Ring II ein Sechs- 
ring ist. 

Wiihrend wir aus der Bildung des Siureanhydrids XXX _ ge- 
schlossen hatten, daB Ring [I] ein Fiinfring ist, scheinen die 
eben geschilderten Versuche zu beweisen, dai’ Ring IT ein Sechs- 
ring ist. Die Blancsche Regel fiihrt also in den beiden angefihrten 
Fiillen zu verschiedenen, nicht miteinander vereinbaren Schlub- 
folgerungen und versagt demnach mindestens in einem der beiden 
Fille; sie kann also, wie ich immer wieder hervorgehoben habe, 
nur mit groBer Kritik Verwendung finden. Ich habe darum ver- 
sucht, auf einem anderen Wege zu entscheiden, ob Ring II ein 
Fiinfring oder ein Sechsring ist und habe mich dabei auf Arbeiten 
von Wieland gestiitzt, auf die ich erst spiiter zu sprechen komme. 
Aus seinen Untersuchungen hatte Wieland geglaubt ableiten zu 
kénnen, daf im Cholesterin drei der vorhandenen Ringe ent- 
weder nach Schema A oder nach Schema B angeordnet seien. 
In Schema A ist Ring IL ein Fiinfring, in Schema B ein 


Sechsring. 





CH, CH, 
i F i 
H,¢  CH— HG CH— 
tu as | 
H H— CH C— 
ae li 
Hy or 6a 6 OR, 
| 1 II | | I II 
H,C CH CH, H,c CH CH, 
el eo 
CH, CH, ‘SH, GH, 
A B 
Die obenerwihnte Siiure C,,H,,O, und ihre Brenzsiiure 
om: wiirden nach a a " eewsie XXXVIa_ und 


38-3 


wit IIa, und a, besitzen, nach Schema B die Formeln XXXVIb 
und XXXVITb. 

Die Brenzsiiure C,,H,,0, (Formel XXXVIIa,, a,, b) labt sich 
nun mit Chromsiiureanhydrid zu einer Siure C,,H, 0, aufspalten, 
die sehr leicht Kohlendioxyd verliert und eine Saure C5... 
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CH, 
‘ erm 
| H,C CH— 
| C,,H,, 
- CH CH— 
i 4 
- CH, Ps } oy i 
om “ | COOH 
H,C CH— | es 
| | Cis CO CH, 
CH CH— XXXVIIa, 
i Ketomonocarbonsiure (?), 
HOOC C—_———-CH, C,3H,,03. 
| | 
| | 
COOH COOH ™ CH, 
XXXVla ; . 
Tricarbonsiure (?), C,,H,.0,. H,C CH— 
| C,H, 
| CH CH— 
| ee 
HOOC C 
sill es 
OC-——-CH, 
XXXVIla, 
Ketomonocarbonsiure (7), 
C,,H5,03- 
A 
, a 
H,C CH— H,C CH— 
| | C,, Hos | | C, Hy. 
CH C— HC C— 
i ie — > ad 
HOOC CH CH, CH 
| | | 
COOH COOH COOH 
CO —CH, 
XXXVIb XXXVIIb 
Tricarbonsiiure (?), C,,H,.0,. Ketomonocarbonsiiure (?), 
C23 H5,03. 
B 


hildet?); sie verhalt sich also ganz wie eine Malonsiiure: eine 
Malonsiiure kann aber nur aus den vom Schema A sich ableitenden 
Brenzsiuren XXXVITa, und a, hervorgehen. Aus diesem Grunde 
habe ich mich entschlossen, den Saiuren ©,,H,,O, und C,,H,,0, 
die Formeln XXXVIII und XXXIX zu erteilen und den Ring II 


als Fiinfring zu formulieren, so befremdend auch die Bildung 


1) Windaus, Rosenbach u. Riemann, Diese Z. 130, 113 (1923). 
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eines Cyclo-propanon- oder Cyclo-butanon-ringes in den Brenz- 
siuren XXXVIla, und a, erschien. 


CH, CH, 
om i, 
H,C CH H,C CH— 
| C,,H,, | | C1 4H¢5 
CH CH 7 CH CH— 
i” of 7 as 
HOOC C HOOC CH 
i | 
HOOC COOH COOH 
XXXVIII XXXIX 
Tricarbonsiiure (?), C,H 0g. Dicarbonsiiure (?), C,,H,,0,. 


Zusatz: Wir wissen heute aus Untersuchungen, auf die ich 
erst spiiter zu sprechen komme, daf in diesen Ableitungen ein 
Fehler steckt und daB die ersten 3 Ringe im Cholesterin nicht 
nach dem Schema A oder B, sondern nach dem Schema C mit- 
einander verkniipft sind und daB sich in Stellung 1 eine Methylen- 
gruppe befindet. 

CH, 
ae 
CH, C< 
1) 


| om 
| CH, CH C< 
C rg a 
H,G C GH 
| F | | 
CH, CH CH, 
a 
CH, CH, 


Der Ring II ist also ein Sechsring und die 1,6-Dicarbonsiure. 
die durch Offnung dieses Ringes entsteht, folgt der Blancschen 
Regel nicht, sondern gibt bei der thermischen Zersetzung ein 
Siureanhydrid. Die Bildung der Dicarbonsiure C,,H,,O, ist nun- 
mehr durch die folgenden Formeln wiederzugeben, die so un- 
befriedigende Annahmen wie die thermische Bildung von Cyclo- 
propanon- oder Cyclo-butanonringen unnétig machen. 

Als ich im Jahre 1923 meine Untersuchungen iiber die Kon- 
stitution des Cholesterins unterbrach, schien sich aus dem vor- 
liegenden Material die Formel XIb fiir das Cholesterin ableiten 
zu lassen. AufGrund der Korrekturen, die einige meiner Deutungei 
erfahren haben, muB man heute an Stelle der Formel XIb die 
Formel XIc setzen. 
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7 ‘%\ CLS. \ C,H 
~ CH ~ , CH, CH \' 
rom a4 a PT J 
H,C CH H.C C CH 
—> 
a 5 C H, HOOC C CH, 
CH, eK HOOG) |= CH 
XI Cholesterin. XXXI_sODielssiiure. 
"ae c 
CH, a ™ CH, a oy 
— HG C CH —> HOOG eo 
| HOOC COOH COOH COOH COOH 
) 
XXXIV XXXVI 
,; Tricarbonsaure, C,,H,,O,. Tricarbonséure, C,,H,,0,. 
. C C,,H 
- JH, dog \Cul ‘i HOOC CH NS ‘a 
os nN ve a al rel 
—> CH > C H 
Ph a 
COOH | COOH COOH 
OC | 





XXXVIII 


XXXVII Tricarbonsdure, C,,H,,0,. 


Ketomonocarbonsiure, C,,H,.0.. 


HOOC én 


Se “Se s 
ae CH CH 
. Pot 
; COOH 
l : XXXIX 
Dicarbonsiure, C,,H,;0,. 


C,,H,,"CH-CH,-CH,-CH,-CHCH, — C,H,,-CH-CH,-CH,-CH,-CH—CH, 
| | | 








CH, CH, CH, - CH, 
ea 
CH, CH 
ag fay es 
H,C C—CH, HO CH 
H,C CH CH HOHC CCH, 
HOHC GH CH, CH 


XIb 
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Mit dieser Formel XIc lassen sich alle Umsetzungen, die am 
(holesterin durchgefiihrt worden sind, in einleuchtender Weise 
formulieren; es wird auch keine Schwierigkeiten machen, die ab- 
gekiirzten Formeln, die ich in den vorhergehenden Abschnitten 
verwendet habe, mit Hilfe der Formel XIc zu spezielleren Formel- 
hildern zu erweitern. 


Uber die nahe Verwandtschaft der Sterine und Gallensduren. 


Im Jahre 1919 gelang es, die nahe Verwandtschaft zwischen 
Sterinen und Gallensiiuren zu beweisen.') Es zeigte sich nimlich, 
daB das Pseudo-cholestan, ein Stereoisomeres des Cholestans, 
bei der Oxydation mit Chromsiureanhydrid in Aceton und dieselbe 
Cholansiiure ©,,H,,O, gespalten wurde, die Wieland als die 
Grundsubstanz der Gallensiiuren erkannt hatte.?) Auch der um- 
vekehrte Vorgang, die Synthese des Pseudo-cholestans aus Cholan- 
siiure ist gelungen’), so daB an der angenommenen Beziehung 
zwischen Cholesterin und Cholansiiure kein Zweifel méglich ist. 


C,9H,,;—CH—CH, -CH,-CH,-CH—CH, ——> C,,H,,-CH-CH,-CH,-COOH 
| | | 
CH, CH, CH, 


XL Pseudo-cholestan XLI Cholansiure 


Uber Wielands Arbeiten zur Konstitution der Gallensduren. 


Die umfangreichen Untersuchungen, die Wieland sowie 
Borsche und Schenck iiber die Konstitution der Gallensiiuren 
angestellt haben, lassen sich daher unmittelbar fiir die Kon- 
stitutionsaufklirung des Cholesterins verwenden. 

Aus dem experimentellen Material haben sich die folgenden 
Ergebnisse ableiten lassen, die auch heute noch voéllig gesichert 
erscheinen. 

1. In der Cholsiure C,,H,,O, finden sich drei sekundire Alkohol- 
gruppen* ®) in den ersten 3 Ringen; neben jeder sekundiiren 
Alkoholgruppe steht eine Methylengruppe; der vierte Ring ist in 
keiner der bisher bekannten Gallensiiuren durch Hydroxyl sub- 
stituiert. 


!! Windaus u. Neukirchen, Ber. chem. Ges. 52, 1915 (1919). 
*) Wieland u. Sorge, Diese Z. 98, 59 (1916). 

3) Wieland u. Jacobi, Ber. chem. Ges, 59, 2064 (1926) 

*) Schenck, Diese Z. 87, 71 (1913). 

’) Borsche, Ber. chem. Ges. 52, 1353 (1919). 
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Die Seitenkette der Cholsiiuren —CH—CH,-CH,-COOH haftet 



































n | 
e CH, 
- unmittelbar an einem Ringe, und zwar an einer CH-Gruppe, neben 
4 welcher sich eine CH,-Gruppe betindet; denn der Ring liBt sich 
: unter Abspaltung der Seitenkette zu einer Dicarbonsiiure oxydieren, 
die sich bei der thermischen Spaltung wie eine Glutarsiiure ver- 
hilt; der Ring selbst diirfte also ein Fiimtring sein.') 
3. Die Auffindung der «-Methyl-glutar-a,-carbonsiiure unter 
n den Oxydationsprodukten der Desoxycholsiiure C,,H,.O, beweist, 


| : CH, 
| daB im Mol. der Desoxycholsiiure die Gruppierung Seg 
; CH,— 
: vorhanden ist.?) 

4. Beim Abbau der Desoxycholsiiure entsteht iiber mehrere 
: Zwischenprodukte eine Siure C,,H,,O,. die zu einer Siure 
. C,3,H,,0O,°*4) abgebaut werden kann. In dieser Saure ist nur noch 
; der Ring IV der Gallensiituren vorhanden, ferner enthiilt sie noch 
die unversehrte Seitenkette und zwei Carboxylgruppen, wahrschein- 
lich in der Bernsteinsiiurestellung. Ihr kommt vermutlich die 
Formel XLII zu. 

CH, 


| 
C——CH, 


int | 
HOOC~ Gr Gu, 


bu, 
XLII Siure, C,,H, 0, 

Weniger gesichert als diese Ergebnisse erscheinen einige 
weitere Folgerungen, die Wieland aus seinen Untersuchungen 
gezogen hat: 

Uber den angeblichen Nachweis, 

daB die beiden hydroxylhaltigen Ringe der Desoxycholsaure 

mit den Ringen I und II des Cholesterins identisch sind. 


Wieland hat seine Untersuchungen mit Vorliebe an der 
Desoxycholsiiure C,,H,,O, angestellt; er wies nach, daB die 
heiden sekundiren Alkoholgruppen dieser Siiure in zwei ver- 





1) Wieland, Schlichting u. Jacobi, Diese Z. 161, 80 (1926). 
7) Wieland u. Vocke, Diese Z. 177, 68 (1928). 

*) Wieland u. Schlichting, Diese Z. 134, 276 (1924). 

*) Wieland u. Vocke, Diese Z. 191, 69 (1930). 
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schiedenen Ringen stehen und daB sich neben jeder Alkoholgruppe 
ein Methylenrest befindet. Es gelang Wieland, beide Ringe der 
Desoxycholsiiure (XLII) einzeln') oder auch zusammen aufzuspalten: 
in letzterem Fall erhilt man die Choloidansiure?), eine Penta- 








carbonsiiure von der Formel C,,H,,0,, (XLV). 
C,gH,,COOH C,H,, COOH 
| 2 | = 7 | | | | 
CHOH—CH, CH,—CHOH COOH COOH CH,—CO 
XLII XLIV 
Desoxycholsiure, C,,H,,0, Desoxybiliansiiure, C,,H,,0, 
C,o11,,COOH 





ny 


| | | 
boon COOH COOH COOH 
XLV 
Choloidansiiure, C,,H,,0,, 

Die aus der Aufspaltung des einen Ringes I erhaltene Tri- 
carbonsiiure, die Desoxy-biliansiiure (XLIV) verhilt sich wie eine 
substituierte Adipinsiiure, sie liefert bei der thermischen Spaltung 
eine Diketo-monocarbonsiiure’), die Brenzdesoxy-biliansiure (XLV1I) 
und mu also durch Aufspaltung eines Sechsringes entstanden sein. 

Cie, . COOH 





Ww I | 
CO CH,—CO 
XLVI Brenzdesoxy-biliansiiure 
Die durch die Aufspaltung des anderen Ringes gebildete 
Tricarbonsiiure*) gibt dagegen bei der Destillation ein Séure- 
anhydrid und sollte demnach die beiden Carboxylgruppen in der 
Glutarsiiurestellung enthalten; der Ring der Desoxy-cholsiiure, 
durch dessen Aufspaltung an der zweiten Hydroxylgruppe sich 
diese Siiure gebildet hatte, sollte also ein Fiinfring sein. Die 
beiden Ringe, in denen die beiden Hydroxylgruppen der Desoxy- 
cholsiiure stehen, verhalten sich also genau so wie die beiden 
Ringe des Cholesterins, die die Hydroxylgruppe und die Doppel- 
bindung enthalten. Es lag also sehr nahe, anzunehmen, dab die 
beiden Ringe der Desoxy-cholsiiure, die in der Choloidansiure 
aufgesprengt worden sind, die gleichen sind, wie die beiden konden- 


') Wieland u. Kuhlenkampff, Diese Z. 108, 295 (1920). 
*) Wieland, Diese Z. 108, 306 (1920). 
*) Wieland u. Weyland, Diese Z. 110, 123 (1920). 
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sierten Ringe I und II des Cholesterins. Den Nachweis fiir 
die Annahme, daf tatsiichlich in der Desoxy-cholsiiure die beiden 
hydroxylhaltigen Ringe miteinander kondensiert sind, wie Ring I 
und If des Cholesterins, hat Wieland durch den weiteren Abbau 
der Choloidansiiure (XLV) zu erbringen geglaubt.!) Bei der ther- 
mischen Spaltung liefert die Choloidansiiture (XLY) eine Brenz- 
choloidansiure*) bzw. deren Hydrat (XLVI); durch Oxydation 
mit Kaliumpermanganat wird diese zur Prosolannellsiure (XLVI) 
aufgespalten und letztere durch thermische Zersetzung in die 
brenzpro-solannellsiure (IL) iibergefiihrt. Diese Reaktionen hat 
Wieland seinerzeit folgendermaBen formuliert: 

















C,3He; -COOH C,3H,,- COOH = CygH,,- Ct OH 
a | 4 \ 
CH C CH C CH C 
i aN _ ie i eS 
ri * HOOC C—- ~—* o¢ C...-OH, 
| | | | 
FOHC CH CHOH HOOC CH COOH H,C———CH COOH 
a ad gal Se, ie. 
i, CH, CH, COOH XLVII COOH 
XLII XLV Brenzcholoidansiure- 
Desoxycholsiure (?). Choloidansiure (?). hydrat (’). 
C,,H,,-* COOH Cc. H,,-C -COOH 
| “s | \ 
CO C CO C 
—_ "te 
C..--CH, -CH, 
| | | 
HOOC CH COOH CH 
 _" F ie 
CH, COOH HOOC H,C—CO 
XLVIII IL 
Prosolannellsiure(?), C,,H,,0,. Brenz-prosolannellsiure (?). 


Durch diese Umsetzung glaubt Wieland den Beweis erbracht 
zi haben, daB die beiden hydroxylhaltigen Ringe der Desoxy- 
cholsiure 2 Kohlenstoffatome gemeinsam haben, da die Carboxyl- 
gruppen der beiden gedéffneten Ringe bei der Bildung der oben- 
genannten Siiuren in ganz durchsichtiger Weise ineinander spielen. 


1) Wieland u. Schulenburg, Diese Z. 114, 167 (1921). 

*) Die Brenz-choloidansiure ist, wie Wieland spiiter erkannt hat, ein 
Enol-lacton. Die Bildung eines solchen aus der hier angenommenen 
Formel XLV ist mit der Bredtschen Regel schwer vereinbar. 
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Zusatz: Es ist erst jetzt erkannt worden, daB diese Schlub- 
folgerungen von Wieland nicht zwingend sind und daB sich der 
Abbau der Choloidansiiure ebensogut wiedergeben liBt, auch wenn 
die beiden hydroxylhaltigen Ringe der Desoxycholsiure keine 
Kohlenstoffatome gemeinsam haben, wie es die folgenden Formeln 
zeigen: 


CHOH HOOC 
Yi 
1,6 C< HOOC Ne 
| | C,H,;0, | ‘ C HO 
Pap Pw CH, CH, CH H— 
a a ae 
H,6 G CH H,¢ ~ 4 
| | | 
HOHC CH CH, HOOC CH bu, 
OH, GH, HOOG a 
XLII la Desoxycholsiiure. XLV a Choloidansiure. 
HOOC HOOC 
i a 
101 ' HO 
COOH U< | H, coon C< J ou,| 
CH, CH, CH CH—j*COOH CH, OH, cH cH_JCOOF 
H,C ; SH H,C 
| | | 
~~. CH, HOOC CO 4 
oe eo 
XXVIIa__ Brenzcholoidansiure-hydrat. XLVIIIla_ Prosolannellsiure. 
HOOC 


Thy 
CH,—cO  C< 
| | | | c.H1,.cooH 
CH, CH CH— 


| 
H,Cc CO CH, 


~~ 
CH, 


ILa_Brenz-prosolannellsiure. 


Die hier geschilderte Méglichkeit der Formulierung ist seiner- 
zeit iibersehen worden; die Behauptung, daB der zweite hydroxyl- 
haltige Ring der Desoxycholsiure mit dem Ring II des Chole- 
sterins identisch sei, ist bis vor kurzem als richtig angesehen 
worden, und dieser Irrtum hat ziemlich groBe Verwirrung an- 
gerichtet. 
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Uber den Nachweis, da8 in der Desoxy-cholsiure 
ein sauerstoffreier Ring an den Ring I angeheftet ist. 

Bei der Fortfiihrung seiner Untersuchungen hat Wieland 
einwandfrei zeigen kénnen, dab in der Desoxycholsiiure ein 
sauerstoffreier Ring mit dem Ring I der Desoxycholsiiure verkniipft 
ist. Diesen Ring hat er Ring II genannt. 

Die Brenzdesoxybiliansiiure (XLVIa) liBt sich mit Kalium- 
permanganat zu einer Diketo-dicarbonsiiure C,,H,,O, (L) oxy- 
dieren!*); hierbei erfolgt eine Aufspaltung des aus Ring I hervor- 
gegangenen Fiinfringes zwischen einer —CO—CH-Gruppe und 
hieraus schloB8 Wieland, daB an der Stelle 1 des Kohlenstoft- 
skeletts eine Methingruppe steht. 





CH, CH, 
, in ii 
CH, C< H,C C< 
| | C,,H2109, | | feuttao, 
CH CH— CO CH— 
a al > el 
OC oe C———CH, 
| | | | 
H,C CH CO HOOC CH CO 
as all Sil ag ill 
CH, CH, CH, 
XLVIa L 
Brenz-desoxybiliansiure. Diketo-dicarbonsiure. 


DaB diese CH-Gruppe Knotenpunkt zweier Ringe ist, ergibt 
sich aus der Oxydation der obenerwihnten Prosolannellsiure 
(XLVIIfa); hierbei erfolgt namlich Aufspaltung an der neu ge- 
bildeten Ketogruppe, und es bildet sich die Solannellsiure (LI), 
die nur noch den Ring IV der Cholansiiure enthilt. 

CH, 
* ii 
HOOG C< 
HOOC CH— 
G CH, 
} | 
HOOC CH COOH 


SH, COOH 


LI Solannellsiure, C,,H,,0,,. 





Auf Grund dieser experimentellen Ergebnisse kommt Wieland 
zu dem SchluB, daB der Ring I der Sterine und (Gallensituren 
1) Wieland u. Kulenkampff, Diese Z. 108, 295 (1920). 
*) Wieland u. Mothes, Diese Z. 134, 149 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII. 12 
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mit zwei anderen Ringen kondensiert sei in der Art, wie es die 
Bilder A oder B auf S. 160 zeigen. 

Zusatz: Der Schlub, dab der Ring I der Desoxycholsiure 
mit zwei anderen Ringen kondensiert sei, ist, wie wir heute wissen, 
nicht zutreffend. Bewiesen ist nur, dab Ring I und der sauerstoftt- 
freie Ring, der sogenannte Ring III in der Desoxycholsiure mit- 
einander kondensiert sind; daB Ring II an Ring I haftet, ist nicht 
bewiesen und trifit auch nicht zu. Es ist sehr schade, daB keiner 
der Forscher, die sich mit der Chemie der Sterine und Gallen- 
siiuren beschiftigt haben, dies seinerzeit erkannt hat; denn die 
Quelle der meisten Schwierigkeiten, die sich bei der weiteren 
Konstitutionserforschung einstellten, entspringt aus der Annahme, 
da an Ring I 2 Ringe haften miifiten und daB das im Cholesterin 
mit C, bezeichnete Kohlenstofiatom Knotenpunkt zweier Ringe 
sel und einer Methingruppe angehére. 

Im Jahre 1928 hat dann Wieland aus der Gesamtheit seiner 
Arbeiten die folgende Strukturformel (LII) fiir die Cholsiure ab- 


geleitet) 
HOHC CH, CH, HOHC CH, CH, 
HG C H.C H, 
| | AH , = 
HC go _ des. CH—CH, HC we J CH 
a. | a ae | 
HG -———_CH, CH, AC y x0———CH, CH, 
| | 
HOHC CH HOH CH, HOHC 1 dv aon CH, 
oo ee | a iin _ 
CH, CH, COOH CH, CH, COO! 
LU Lila 


In den folgenden Jahren hat er dann gefunden’), daB die 
C,H,-Gruppe nicht am Ringe IV haften kénne und hat versucht 
die beiden obdachlosen Kohlenstoffatome als —CH— in den 

CH, 
Ring I oder ILI einzufiigen. In einer der Formeln (Lila) die 
Wieland einige Zeit befiirwortet hat, befindet sich die —-CH—CH,- 
| 
Gruppe zwischen Kohlenstoffatom 1 und 9; Ring I und III werden 
dadurch zu Siebenringen. Die Formel Lila hat ihre Vorziige; 
denn sie erméglicht es, nicht nur die Enol-lacton-Bildung in der 


1) Z. angew. Chem. 42, 421 (1929). 
2) Wieland u. Posternak, Diese Z. 197, 17 (1931). 
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Brenzcholoidansiiure (S. 167) in Ubereinstimmung mit der Bredt- 
schen Regel, sondern auch den Abbau der Dielssiiure zu der 
Dicarbonsiure ©,,H,.0, (S. 163) in Ubereinstimmung mit der 
Blancschen Regel zu formulieren. Unbefriedigend erscheint 
mir an der Formel Lila allerdings, daB Ring I im Gegensatz zu 
den S. 157 angefiihrten Griinden ein Siebenring und kein Sechs- 
ring sein soll. 

Spiiter hat dann Wieland noch andere, ebenfalls etwas un- 
gewohnt anmutende Formeln zur Diskussion gestellt, ohne indessen 
eine derselben beweisen zu kénnen; eine seiner letzten Formeln 
war die folgende?): 

CH, 


| 
HOHC—CH CH, dl 


oi Ne oH, 


1 
LIIb bees CH bu cH—cH,CH,COOH 
CH, a CH, 
| | | 
CHOH CH CHOH 
all i we 
CH, CH, 


Uber die Arbeiten von Diels 
zur Dehydrierung des Cholesterins und der Gallensauren. 


Seit dem Jahre 1925 hat O. Diels, der bereits friiher wich- 
tige Erfolge bei der Erforschung des Cholesterins erzielt hatte, 
erneut die Probleme der Cholesterin- und Gallensiiurechemie in 
Angriff genommen; es ist ihm als erstem gelungen, durch De- 
hydrierung mit Palladiumkohle oder mit Selen die Sterine und 
Gallensiiuren in aromatische Verbindungen iiberzufiihren.****) Die 
einzige bekannte Verbindung, die er bei der Dehydrierung mit 
Palladiumkohle hat isolieren kénnen, ist das Chrysen C,,H,,. 
Diels hat aus seinen Versuchen geschlossen, da’ das Chrysen 
nicht durch eine Pyrosynthese entstehe, sondern zweifel- 
los aus dem Skelett des Cholesterins stamme; aber zwischen 
der damals geltenden Formel des Cholesterins und der Formel 


1) Wieland u. Dane, Diese Z. 206, 247 (1932). 

*) Diels u. Giidke, Ber. chem. Ges. 58, 1231 (1925). 
*) Diels u. Giidke, Ber. chem. Ges. 60, 140 (1927). 
*) Diels, Gidke u. Koérding, Liebigs Ann. 459, 1 (1927). 
*) Diels u. Karstens, Liebigs Ann. 478, 129 (1930). 
12° 
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des Chrysens ergab sich kein einfacher Zusammenhang, und so 
wurde angenommen, daB bei der hohen Reaktionstemperatur nicht 
nur 9 Kohlenstoftatome aus dem Molekiil des Cholesterins ab- 
gespalten worden selen, sondern dariiber hinaus uniibersichtliche 
Umlagerungen eingetreten seien. Bei der Dehydrierung mit Selen 
erhielt Diels auBer einem Kohlenwasserstotf C,,H,, eimen Kohlen- 
wasserstoff CO, stew der sich mit Chromsiiureanhydrid zu einem 
Monoketon C,,H,,0 oxydieren lieB. Nach Diels diirfte er also 
wahrse natalia einen Fiinfring enthalten und dem Fluorentyp an- 
gehéren. Dies ist interessant, weil es wahrscheinlich erscheint, 
daB dieser Fiinfring im Molekiil des Cholesterins vorgebildet und 
nicht erst durch Dehydrierung entstanden ist. 


Uber die neue Entwicklung 
in der Strukturforschung des Cholesterins und der Gallensaduren. 

Die Untersuchungen von Diels sind zunichst nicht in 
ihrer vollen Tragweite erkannt worden. Erst als die Schwierig- 
keiten, die beiden obdachlosen Kohlenstoffatome in der Cholsiure- 
formel unterzubringen, ummer gréber wurden und als Bernal? ’) 
hervorgehoben hatte, daB die bisher aufgestellten Konstitutions- 
formeln mit den Strukturbestimmungen mittels Réntgenstrahlen 
unvereinbar seien, griffen Rosenheim und King?) die Ar- 
beiten von Diels auf und entwarfen ein neues Formelbild fiir 
Cholesterin. In einer kurzen Arbeit vom Mai 1932 schreiben sie: 
On the basis of the available experimental evidence which for 
lack of space cannot be reviewed here, we suggest that the ring- 
system of the sterols and bile acids is that of chrysene and consits 
of four sixmembered rings as shown in 





CH, CH CH—CH, 
Pe | 
C G CH, 220H, 
| | 
CH, CH CH CH,  29CH, 
ih ih in 4 | 
H,C CH, COOH 
| 7 
H.C CH DCH, 
is ale 6) 
CH, CH, 


Sie heben hervor, dab nunmehr die beiden obdachlosen 
Kohlenstoflatome untergebracht seien und daB alie Beobachtungen 


1) Nature 20, II, 32 und 14, V, 32 
%) Journ. Soc. Chem. Ind. 1932, Nr. 22. 
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am Cholesterin mit ihrer Formel in guter Ubereinstimmung stiinden. 
Sie stellen allerdings auch fest, daB certain recorded observations 
in the bile acid series, however, are not in harmony with the new 
formula and must therefore be subjected to critical re-examination.”) 

Die Formel von Rosenheim und King war mir sofort sym- 
pathisch, weil sie so ungewohnte Formulierungen wie Lila und 
LILb vermied; doch war es mir zuniichst nicht klar, wie die neue 
Formel mit den Ergebnissen von Wieland in Einklang gebracht 
werden kénne. Wieland?) hat aber den Vorschlag von Rosen- 
heim und King als eine sehr wertvolle Anregung angesehen und 
hat sofort erkannt, in welchen Punkten er die von ihm ent- 
wickelten Vorstellungen iindern miisse, um sie mit der neuen 
Formel in EHinklang zu bringen; er muSte die Annahme fallen 
lassen, daB derjenige Ring, der die zweite Hydroxylgruppe der 
Desoxy-cholsiiure enthilt (Ring IT der Gallensiiuren) identisch sei 
mit dem Ring II des Cholesterins und unmittelbar an den Ring I 
angeheftet sei. Er muB8te also das Schema A oder B dadurch 
findern, daB er den Ring II der Gallensiiuren von Ring I liste 
und als Sechsring zwischen Ring III und IV einschob. 


C-—--C 
| Iv | 
C C C C C C C 
lO ot Fi ile Ns lt eae 
C C C C C C C C ) 
| mz | Iv | | ur | iv | | mr | m | 
A C C——C B C C—C C C C C 
ii tte il ee ae 
C C C——C C C } 
| 1 | mI | 1 | wm | = 
C C C C C C ; oC 
i Se “al aa el 
C C C C o 


Das neue Schema C ist identisch mit der Formulierung von 
Rosenheim und King, abgesehen davon, daB Ring IV Fiinfring 
geblieben ist.**) Offenkundiger wird diese Identitiit, wenn man fiir 
C eine etwas andere Schreibweise wiihlt: 


*) In derselben Arbeit entwickeln Rosenheim und King auch An- 
sichten iiber die Formeln der Apo-cholsiiure, des a-Ergostenols und der 
Dioxy-cholensiure, ferner iiber die Herkunft der Methyl-benzol-tetracarbon- 
siure aus dem Ergosterinmolekiil und iiber die Isomerie zwischen Cholesten 
und Pseudo-cholesten. Diese Vorstellungen halte ich fiir unrichtig und 
will darum nicht auf sie eingehen. 

1) Wieland u. Dane, Diese Z. 210, 274 (1932). 

**) Nach einer Privatmitteilung von Rosenheim und King lehnen 
sie die Méglichkeit, dab Ring IV ein Fiinfring sei, durchaus nicht ab. 
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C + 


C C 

DaB diese Anderungen in der Formulierung entgegen der 
friiheren Ansicht mit den experimentellen Ergebnissen nicht in 
Widerspruch stehen, habe ich schon 8. 168—170 auseinandergesetzt. 

Ks wird fiir diejenigen, die sich nicht eingehend mit der 
Chemie der Sterine und Gallensiiuren beschiftigt haben, sehr 
schwer sein, sich in der Literatur noch zurecht zu finden; denn 
dadurch, da nunmehr Ring III der Gallensiuren mit Ring IT des 
Cholesterins identifiziert wird, stellt es sich heraus, daB dieselben 
Kohlenstoflatome im Geriist des Cholesterins und der Gallen- 
siituren verschiedene Ziffern zugewiesen erhalten haben. So ist 
das Kohlenstoffatom 1 der Gallensiiuren, der Knotenpunkt von 
Ring I und Ring II der Gallensiiuren, identisch mit Kohlenstofi- 
atom 5 des Cholesterins, dem Knotenpunkt von Ring I und II 
des Cholesterins; und die Kohlenstofiatome 12 und 13 im so- 
genannten Ring III der Gallensiiuren entsprechen den Kohlen- 
stoffatomen 7 und 6 im Ring IT des Cholesterins. 

Um Mibverstiindnisse zu vermeiden, hat Wieland vor- 
geschlagen, die Namen Ring I, LH, III und IV fallen zu lassen 
und durch Ring A, B, C und D zu ersetzen. 

Ring A ist der Ring I des Cholesterins und der Gallensiiuren, 
Ring B ist der Ring IT des Cholesterins und der Ring III der 
Gallensiiuren, Ring C ist Ring IT der Gallensiiuren und Ring D 
ist Ring [IV der Gallensiiuren. 


HOHC CH, CH —————CH—CH, 
12) 17) >> | 
H,@11) 1396 16)CH, CH, 
| | 15 | 
XLIITb CH,CH,;CH 14)CH-——-CH, CH, 
H,C? Cie 8CH COOH 
| | | 
HOHC: 5CH 7CH, 
~! ie, ae 
CH, CH, 


An der Formel von Rosenheim und King hat Wieland 
einige Anderungen vorgenommen, die dadurch bedingt sind, dab 
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er Ring D als Fiinfring auffaBt. In dem Formelbild XLIIIb 
sieht Wieland nunmehr den besten Ausdruck fiir die Konstitution 
der Desoxycholsiure. 

Die Ableitungen von Rosenheim und King, sowie von 
Wieland sind sehr einleuchtend, sie sind aber durch neue Ex- 
perimente sicherzustellen. Zwei Punkte miissen vor allem be- 
wiesen werden: 

1. Steht an der Stelle 1 des Cholesterinskeletts eine Methylen- 
eruppe? 





2. Lit sich auf experimentellem Wege zeigen, dab der 
Ring IIT der Gallensiuren mit dem Ring IL des Cholesterins 
identisch ist? 


Uber den Nachweis einer Methylengruppe 
in Stelle 1 des Ringsystems des Cholesterins und der Gallensduren. 


Diesen Beweis hat Tschesche!) vor kurzem in der folgenden 
Weise erbracht; er ist ausgegangen von der aus Cholestenon 
entstehenden Ketosiiture XVI und hat durch Reduktion nach 
Clemmensen ihre Carbonylgruppe durch Methylen ersetzt; der 
carbonylfreien Siure C,,H,,.O, wiirde nach der neuen Formulierung 
die Formel LUI zukommen; die Carboxylgruppe der Siiure wiirde 
demnach in einer Propionsiiurekette vorhanden sein, wenn sich 
tatsiichlich in Stellung 1 eine Methylengruppe betindet. Tschesche 


| C,,H _: H,, 
CH, CH, CH alli CH, CH, CH ‘ne 
ee Ye iii 
H.C G GH >» HOOG C CH 
| | | | | 
HOOC CH, CH, CH, CH, 
CH, CH, 
LIM Siure C,,H,,0.. LIV Siure C,,H,,0,. 
=.” Ce, 
HOOC CH, CH X 
—> C CH 
| 
CH, CH, 
CH, 


LV Séure C,,H,,0,. 
') Liebigs Ann. 498, 185 (1932). 
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hat nun diese Propionsiurekette systematisch abgebaut und ist 
iiber eine Siure C,,H,,O, (LIV) zu einer Saure C,,H,,O, (LV) 
gelangt. Hierdurch ist der einwandfreie Nachweis erbracht, dab 
tatsiichlich in Stellung 1 ein Methylenrest steht. 


Uber den Nachweis, da8 Ring II des Cholesterins 
mit dem sogenannten Ring III der Gallensduren identisch ist. 


Hieriiber liegt eine soeben erschienene Untersuchung von 
Wieland und Dane!) vor. 

Die Tricarbonsiiure C,,H,,O, (XXXIV), die ich aus der Diels- 
siiure (XXXI) gewonnen habe, entsteht durch Aufspaltung von 
Ring | und II des Cholesterins; sie kann durch energische Oxy- 
dation an der Seitenkette abgebaut werden und liefert dann eine 
Tetracarbonsiure C,,H,,O, (LVI) 








34~8 
C..H,,-CH,-CH—CH 
CH, CH, hoe So are . 
Le CH, 
HG C CH 
| | | 
HOOG COOH COOH 


XXXIV_ Tricarbonsiiure, C,,H,.0,. 


| \& C.Hp,-COOH 
CH, CH, CH Giles 


> Ft ae 
HG G CH 


| | | 
HOOC COOH COOH 
LVI Tetracarbonsiiure, C,.H,,0,. 


Dieselbe Siiure haben nun Wieland und Dane aus der 
Litho-cholsiiure (LVI) erhalten, indem sie diese zunichst in Litho- 
hiliansiiture (LVIIT) und Brenz-lithobiliansiiure (LIX) verwandelten. 
Wie auf S. 169 auseinandergesetzt ist, hat Wieland als 
Ring IIT der Gallensiiuren denjenigen bezeichnet, welcher der neu 
gebildeten Carbonylgruppe der Brenzsiiuren benachbart ist. Der ” 
Abbau der Brenzlitho-biliansiure, der durch die Formelbilder LIX bis 


‘ , d 
LXII wiedergegeben ist, 7 
G 


1) Diese Z. 211, 261 (1932). b 
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CH, CH, 
jm i 
| H,C CH— H.C CH— 
) | m1 | | Cathy -COOH } C,.H,,- COOH 
HC CH— HC nH] 
i — Pi 
| J | 
HOHC CH, HOOC CH, 
Na ll a oil 
CH, CH, 
LVIL Litho-cholséure. LVIII Litho-biliansiiure. 
CH, CH, 
wu , 
H,C CH— H,C CH—| 
i, d C,.He) -COOH | | C,H. -COOH 
HC CH— oc CH—J 
> Fi > il 
OC C—CH, C—CH, 
| | | 
H,C——CH, HOOC CH, 
Sigua 
CH, 
LIX Brenz-litho-biliansiure. LX _ Keto-dicarbonsiure C,,H,,0, . 
CH, 
i 
HOOC CH— H,C——-CH— 
‘ C,.H,, -COOH | | | C,.H.,: COOH 
HOOC H— OC CH— 
> i al —> a all 
| | 
HOOC CH, HOOC CH, 
“ae a 
CH, CH, 
LXI_ Tetra-carbonsiiure, C,,H,,0,. LXII Keto-dicarbonsiure, C,.H,,0,. 
HOOC—— CH— 
C,.H_,:COOH 
HOOC CH— 
er 
i C—CH, 
| 
HOOC CH, 
“gaat 
GH, 


LVI Tetra-carbonsiiure, C,.H,,0, . 


erfolgt durch Offnung der Ringe I und III der Lithocholsiure 
und fiihrt zu derselben Siure C,,H,,O, (LVI), die durch Offnung 
der Ringe I und IT des Cholesterins erhalten worden ist. Dadurch 
ist bewiesen, dafi Ring II des Cholesterins mit dem Ring UI der 
Gallensiituren identisch ist; beide werden nunmehr als Ring B 
bezeichnet. 
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Wie steht nun heute die Konstitutionsfrage? 

Ks sind in der Cholansiiure C,,H,,O, mit Sicherheit 4 Ringe 
vorhanden, der vierte Ring, Ring D, ist vielleicht ein Fiinfring, 
Ring A, B und C sind Sechsringe. Der Ring D triigt eine Seiten- 
kette mit 5 Kohlenstoffatomen und ist, wie die Bildung der Siiure 
C,,H,,0, (XL) zeigt, im ganzen mindestens an 3 Stellen substi- 
tuiert. 

Hieraus ergibt sich bereits, daB alle vier Ringe kondensiert 
sein miissen; denn ein Gebilde mit einem isolierten Ringe wie 





is, a 
Fall | | 
~~ ia lle al H,C~ ~— 
a, 
to. 4 CH—CH, CH, COOH 
gg 


én, 

wiirde bereits 25 Kohlenstoffatome, also eines mehr als die Cholan- 
siure enthalten. Wie die Ringe A und B kondensiert sind, steht 
fest. Die Anlagerung der anderen Ringe muB so erfolgen, dab 
in jedem der Ringe A, B, C eine —CH,—CH,-Gruppe vorhanden *) 
ist, und da’ kein Kohlenstoffatom gleichzeitig 3 Ringen an- 
gehort.**) Es bleiben dann nur die beiden Kombinationen 


Sa, 
‘ 


® 


| 
al ry oder wealey 
| 
A L a ig di gil 


iibrig. Von diesen wird man ohne Zweifel der ersten den Vorzug 
geben, da sie allem die Bildung von Chrysen zu erkliiren vermag. 
Ks sind dann noch die Seitenkette mit 5 Kohlenstoffatomen und 
1 bzw. 2 Methylgruppen unterzubringen. Die Seitenkette mit 
5 Kohlenstoffatomen haftet vermutlich an C,,, was auch vorziig- 
lich mit dem chemischen Verhalten iibereinstimmt.') Ist Ring D 
ein Sechsring, so ist nur noch eine Methylgruppe unterzubringen; 


*) In der Cholsiiure findet sich 3 mal die Gruppierung —CH,—CHOH- . 

**) Nach Bernal (a. a. O.) ist ein Strukturbild, in welchem ein Kohlen- 
stoffatom gleichzeitig 8 Ringen angehért, mit den Ergebnissen der Réntgen- 
aufnahmen unvereinbar. 

') Wieland u. Wiedersheim, Diese Z. 186, 229 (1930). 
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sie kénnte an C,, haften; ist Ring D ein Fiinfring, so sind 2 = 
eruppen unterzubringen; Wieland setzt sie an C,, und C,,; diese 
Stellungen sind sehr wahrscheinlich, aber nicht abeolat sicher. 
Zusatz: Wie die friiher abgeleiteten Formeln umzuindern 
sind, um sie den neuen Erkenntnissen anzupassen, habe ich schon 
auf S. 173 kurz erwihnt. Ich will noch ein Beispiel anfiihren: 
Fir die Hyo-desoxycholsaiure C,,H,,O, hatte ich seinerzeit 
nachgewiesen, daB ihre eine Hydroxylgruppe an derselben Stelle 
steht wie die Hydroxylgruppe der Lithocholsiiure in Ring I; die 
zweite Hydroxylgruppe mute in einem Ringe enthalten sein, der 
mit dem Ringe I kondensiert war, und zwar in dem sogenannten 
Ring II; die beiden hydroxylhaltigen Kohlenstoffatome endlich 
muBten sich in der 1,4-Stellung zueinander betinden; daraus er- 
gab sich nach der ‘tien Formulierung unter Weglassen der Seiten- 

ketten die Formel LXIII ftir die Hyo-desoxy-cholsiiure. !) 

CH, CH 
i i 
HOHG © CH, 
ul | Iv | 
CH CH—CH, 
i 

Ho  t——-cn, 
HOHC dx bss, 


i al 
CH, GH, 


LXIII Alte Formel fiir die Hyo-desoxy-cholsiiure. 

Um von dieser zu der jetzt fiir richtig angesehenen Formel 
zu gelangen, muB man den Ring IL von dem Ringe I loslésen und 
als Sechsring zwischen Ring III und IV einschieben; dann kommt 
man zu der Formel LXIILa fiir die Hyo-desoxy-cholsiure, die 
nur eine andere Schreibweise der jetzt giiltigen Formel darstellt: 


CH,—CH, 
15 16) 
CH, CH '1CH— CH, CH 
| i it a AmIAN 
HOHC® 8CH 13C— H.C , 


| | | 

CH °CH !°CH, CH, CH '*CH—4CH, 

er Se wot FA 
a 


HC: ° CCH, 10 8CH 
| | B 
HOHC? ‘CH, HOHC ‘CH ‘CH, 
~~ le NS 
CH, GH, CHOH 


iL LXIIla Hyo-desoxy-cholsiiure. 
') Windaus, Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
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Zusatz: Ausgehend von der Hyo-desoxy-cholsiure haben 





Wieland und Dane!) soeben die 3-Oxy-allo-cholansiure LXV dal 
dargestellt; sie ist, wie diese Forscher erwartet hatten, identisch Ris 
mit der filschlich als 4-Oxy-hyo-cholansiiure bezeichneten Siiure, Ch 
die Windaus und Ho8Sfeld*) durch Abbau des Dihydro-chole- _ 
sterylchlorids (LXIV) bereitet hatten. Hy 
CH, CH, On ee CH, CH, bus \ Call, 
Fs Ee i CH, la . 
H,C C CH > HC C CH Ld 
CH CH Ou, HOHC CH On, 7 
a al = - 
CH, CH, CH, /H Sal 
LXIV  Dihydro-cholesteryl-chlorid. LXV 3-Oxy-allo-cholansiure. 


Dadurch ist auf einem ganz anderen Wege wie demjenigen 
von Menschick, Page und Bossert*) gezeigt worden, daB die 
Hydroxylgruppe des Cholesterins an C, steht. 


CH,— Ca, 
| | 
: HOHC H CH CH— 
ie aie al 
H.C C @... 
| | | 
CH CH CH, 
HOHC CH— a i i 
Pi ~ HC) 060fti‘é‘«wGHY;Y 
H.C C CH, | | 
| | | HOHC CH, 
CH CH—CH, ral 
- a ll CH, 
H,C i ae oder 
| ‘ 
HOHC CH CH, Pi , i 
ei al 1 X 
CH, CH, os y i 
LXVI Alte Formel CH, CH CH—CH, 
der Cheno-desoxy-cholsiure. PO Pe : 
H.C CG CH 
| | | 
HOHC CH CHOH 
~~ yale 
CH, CGH, 


LXVIa Neue Formel 
der Cheno-desoxy-cholsiure. 


1) Diese Z. 212, 41 (1932). 
*®) Windaus u. HoBfeld, Diese Z. 145, 182 (1925). 
*) Liebigs Ann. 498, 225 (1932). 
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Fiir die Cheno-desoxy-cholsiure’) hatte ich nachgewiesen, 
daB die eine Hydroxylgruppe im Ringe I, die andere im sogenannten 
Ring U1 steht, und zwar in 1,5-Stellung. Die alte Formel der 
Cheno-desoxy-cholsiiure, die friiher durch LXVI wiedergegeben 
wurde, ist also in derselben Weise umzuformen, wie diejenige der 
Hyo-desoxy-cholsiiure; die neue Formel ist LXVIa. 


Uber die Isomerie zwischen Cholestan und Pseudo-cholestan. 

Durch einfache genetische Ubergiinge, die in den Formeln XXV, 
LXVU, LXVUI, LXIX, XL, XLI wiedergegeben sind, ist 
nachgewiesen, daB Dihydro-cholesterin, Cholestan und Allo-cholan- 
siiure elnerseits und Koprosterin, Pseudocholestan und Cholan- 
siure stered-chemisch zusammengehdoren. ”) 
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CH, “i, LXVIII Allocholansiure. 





1) Windaus u. van Schoor, Diese Z. 157, 177 1926). 
2) Windaus, Ber. chem. Ges. 49, 1724 (1916). 
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XLI Cholansiiure. 


Die Uberfiihrung von Cholesterin in Cholestan und Pseudo- 
cholestan ist Mauthner??) auf folgendem Wege gegliickt: 

Wird Cholesterin iiber Cholesterylchlorid in Cholesten (XIX) 
verwandelt und dieses mit Platin hydriert, erhiilt man Cholestan 
(LXVII). Wird dagegen Cholesten mit Chlorwasserstoff behandelt, 
entsteht iiber ein Cholestenhydrochlorid (LXX) das Pseudo-cholesten 
(LXXI), das vor allem bei langsamem Reaktionsverlauf in neu- 
traler Lisung zum Pseudo-cholestan (XL) hydriert wird, wihrend 
bei rascher Hydrierung in saurer Lisung Cholestan entsteht. Ich 


!) Mh. Chem. 28, 1117 (1907). 2) Mh. Chem. 30, 638 (1909). 
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habe friiher die Doppelbindung des Cholestens zwischen ©, und C, 
gesetzt und habe angenommen, daf sich bei der Bildung des 
Pseudo-cholestens die Doppelbindung nach 5—6 verschiebt. Gibt 
man aber, wie es die neue Cholesterinformel verlangt, dem Cho- 
lesten die Formel XIX, wiirde sich fiir das Pseudo-cholesten die 
Formel (LXXI) mit der Doppelbindung zwischen ©, und ©, ab- 
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| | 
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leiten. Bei der Hydrierung kann dann ein neues Asymmetrie- 
zentrum nur an C, auftreten; ich habe darum anfangs vermutet, dab 
die Isomerie zwischen Cholestan und Pseudo-cholestan durch die 
sterische Anordnung der Gruppen an ©, bedingt sei und habe Chole- 
stan und Pseudo-cholestan die Formeln LXVI und XL erteilt. 

Diese Auffassung, die jetzt wieder als richtig erkannt ist, 
habe ich seinerzeit aufgegeben!), und zwar auf Grund meiner 


1) Ber. chem. Ges. 52, 





170 (1919). 
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Versuche an der Hyo-desoxy-cholsiiure. Ich habe damals nach- 
gewiesen, daB die Hyo-desoxy-cholsiure unter richtig gewihlten 
Bedingungen Cholansiiure oder Derivate der Cholansiure, z. B. 
Litho-biliansiiure, lieferte. Die Dehydro-hyo-desoxy-cholsiure, die 
bei sehr vorsichtiger Oxydation eatstand, war augenscheinlich 
ebenfalls ein Derivat der Cholansiiure; die Dehydro-hyo-desoxy- 


CH, CH, 
OC C CH, C 
Cy, 2,0, | | — ¢CoH,0, 
1)CH CH— CH, CH; CH CH 
H.C C———CH, H,C y sH 
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CH, CH, CH, CO 
Alte Formel der Dehydro- Neue Formel der Dehydro- 
hyo-desoxy-cholsiiure. hyo-desoxy-cholsiure. 


cholsiiure lagerte sich aber sehr leicht in eine stereoisomere Ver- 
bindung um, die bei den verschiedenen Umsetzungen nur nocli 
Allo-cholansiiure oder Derivate der Allo-cholansiure gab. Wenn 
man sich die alte Formel der Dehydro-hyo-desoxy-cholsiure be- 
trachtet, sieht man, daB nur ein asymmetrisches Kohlenstofiatom 
unter dem unmittelbaren Einflu8 einer Carbonylgruppe steht, das 
ist das sogenannte Kohlenstoffatom 1, der Knotenpunkt von Ring I 
und IIIf. An dieser Stelle muB also die Umlagerung vor sich 
gehen, und so wurde ich zu der Annahme gezwungen, dab die 
Isomerie yon Allo-cholansiure und Cholansiiure, sowie von Cholestan 
und Pseudo-cholestan durch die verschiedene sterische Gruppierung 
an ©, bedingt sei. Die sterischen Umlagerungen in der Gallen- 
siiurereihe lieBen sich unter dieser Voraussetzung gut erkliren, 
dagegen war es schwer verstiindlich, warum in der Cholesterinreilie 
bei Umsetzungen in unmittelbarer Nachbarschaft von C, die 
sterische Anordnung an ©, in Mitleidenschaft gezogen werden 
sollte. Ich habe damals zur Deutung dieser seltsamen Befunde 
einige Hilfshypothesen herangezogen, die wenig befriedigend waren’): 
diese Hypothesen sind durch die neue Formulierung des Chole- 
sterins und der Gallensiiuren vollstiindig iiberfliissig geworden, 
seitdem man weif, daB Ring II des Cholesterins mit dem Ring L1 
der Gallensiiuren identisch ist und daB das mit 1 bezeichnete 


') Windaus, Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1928, 171. 
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Kohlenstoffatom der Gallensiuren dem Kohlenstofflatom 5 des 
Cholesterins entspricht. Heute sind alle Befunde ausgezeichnet 
mit der Annahme vereinbar, daB die Verschiedenheit von Cholestan 
und Koprostan auf der Asymmetrie von ©, beruht. 


Allerdings bedurfte noch ein Punkt der Klirung: Ich hatte 
die Dielssiure, deren Formel feststand, in die Dihydro-dielssiure 
(LXXII) iiberzufiihren vermocht.') Diese Dihydro-dielssiiure er- 
wies sich nun als ein Stereoisomeres der Siure (LXXIII) aus 
Koprosterin, da beide bei der thermischen Zersetzung dasselbe 
Brenzketon lieferten. Dihydro-dielssiiure und Siure aus Kopro- 
sterin muBten sich also durch die sterische Verschiedenheit eines 
asymmetrischen Kohlenstoffatoms unterscheiden, das in unmittel- 
barer Nahe einer Carboxylgruppe stand; das ist nur das C-Atom 5. 


l l 
CH,CH,CH \ cy CH,CH,CH \ cH 
Pe ae ». 16*-30 lag en \ 16**30 
HG - o GC C CH 
| | | 
H ‘ ’ 5) CH, 
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LXXII Dihydro-dielssiure. LXXIII Dicarbonsiure aus Koprosterin. 


Die Siure aus Koprosterin gehért demnach in die Cholan- 
siurereihe, die Dihydro-dielssiure in die Allo-cholansiurereihe. 
Wenn sich, wie wir annehmen, Koprosterin und Dihydro-chole- 
sterin ebenfalls nur durch die Anordnung an C, unterscheiden, 
hatte das Dihydro-cholesterin (XXV) bei der Oxydation vermutlich 
Dihydro-dielssiiure liefern miissen. Es entstand eine dritte Siure 
(LXXIV), die von den beiden ersten verschieden war und auch 
ein verschiedenes Brenzketon gab.” %) Ich habe seiner Zeit an- 
genommen, da diese Siure ein drittes Stereoisomeres sei und 
sich durch die sterische Anordnung an C, von den beiden anderen 
unterschiede. Diese Annahme war falsch; es ist heute nachgewiesen, 
daB sie iiberraschenderweise ein Strukturisomeres der Siure aus 
Koprosterin ist. Wiahrend das Koprosterin bei der Oxydation 
zwischen C, und C, aufgespalten wird*), erfolgt die Offnung des 





1) Ber. chem. Ges. 52, 170 (1919). 

*) Windaus u. Uilrig, Ber. chem. Ges. 47, 2384 (1914). 

3) Windaus u. Dalmer, Ber. chem. Ges. 52, 162 (1919). 

*) Die Angabe von Windaus und Riemann [Diese Z. 126, 277 (1923)|, 
dab die Sdiure LXXIII aus Koprosterin bei der Weiteroxydation Isolitho- 
biliansiure liefert, scheint unrichtig zu sein. 
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Ringes beim Dihydrocholesterin fast ausschlieBlich zwischen C, 


und ©,. Der Beweis ist dadurch erbracht worden, daB es ge- 


a \ Cilla Calle 
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XXV_ Dihydro-cholesterin. LXXIV Siure aus Dihydro-cholesterin. 


lungen ist, die Siiture aus Dihydro-cholesterin in Beziehung zu 
bringen zur [solitho-biliansiure, in welcher der Ring sicher 
zwischen ©, und ©, aufgespalten worden ist.*)') 

Dadurch ist auch dieser EKinwand gegen die Richtigkeit der 
hier gegebenen stereochemischen Deutung widerlegt. 

Nach den vorliegenden Untersuchungen unterliegt es also 
kaum einem Zweifel, daB die Isomerie zwischen Cholesten und 
Pseudo-cholesten in der oben angenommenen Weise wiederzugeben 
ist. Uherraschend bleibt es allerdings, warum unter gleichen Be- 
dingungen der Hydrierung Cholesten nur Cholestan und Pseudo- 
cholesten hauptsichlich Pseudo-cholestan liefert.?) 

Auf demselben Wege, der vom Cholesten zum Pseudocholesten 
fiihrt, gelangt man vom Cholesterin zum Allo-cholesterin. ) 
Ich halte es fiir sehr wahrscheinlich, daB auch diese Umlagerung 
auf einer Wanderung der Doppelbindung von ©, C, nach C,C, 
beruht. Uberraschend ist es, daf Allo-cholesterin sich so leicht 
in Cholesterin zuriickverwandelt. 


*) Die Siiure aus Dihydro-cholesterin C,,H,,O, gibt bei energischer 
Oxydation mit Chromsiureanhydrid unter Abspaltung von Aceton die Siure 
©,,H,,0,, die sogenannte Stadensiiure (LXXV). Die 6-Hyo-desoxy-cholsiure 
gibt bei der Oxydation eine Oxostadensiiure, die beim Ersatz der Carbonyl- 
gruppe durch CH, in zwei stereoisomere Siiuren, die Stadensiure und die 
Isolithohiliansiiure iibergeht. In der Isolithobiliansiure ist die Aufspaltung 
des Ringes | zwischen C, und C, erfolgt, dasselbe gilt also fiir die Staden- 
siure und fiir ihre Vorstufe, die Siure aus Dihydro-cholesterin. 


1) Windaus u. Staden, Diese Z. 117, 149 (1921). 
*) Ber. chem. Ges. 52, 170 (1919). 
5) Windaus, Liebigs Ann. 453, 101 (1927). 








HC 


BOHC 


H.C 
HOHC 


LX 











CH, CH, CH 
oe — Ra ail H-CH, 
H.C | st 
| | | CH; 
HOHC CH CH, 
iy 
CH, OH, 


XXV__Dihydro-cholesterin. 


CH, CH, CH x 
2 3 
Gg ae 

U CH 


HC : 7 onan 
HOHC CH CH, 
“ig le i 
CH, HOH 
LXIIL 6-Hyo-desoxy-cholsiure. 
| C,.H 
CH, CH, CH a 
Pi ie 
H,C y CH i 
| _— 
HOHC C CH, 
CH, /H. 


XI Cholesterin. 








Uber die Konstitution des Cholesterins und der Gallensiuren. 





187 


| \ C,H.,-COOH 
CH, CH, CH 
ili ia ol 
HOOG 6 CH 


| | 
CH CH, 
il 
CH, 
Stadensiure. 
A 


LXXV 


| C ane “C 1 
CH, CH, CH ~ oo 
HOOC GC CH 


| | 
HOOC CH CH, 
OH, GO 
Oxostadensiure. 


| 
| 


LXXV 


| 
CH, CH, hes \ C:He COOH 


Pe Tie at 

HOOC C CH 
| | 

HOOC HC CH, 


CH, CH, 


LXXVI __Iso-lithobiliansiure. 


H.C : CH 
| | 
HOHE C CH, 
CH CH, 


188 


Uber Taraxanthin. 
Von 
Richard Kuhn und Edgar Lederer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm - Institut fir Med. Forschung Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1932.) 


Bei dem Versuche, die Farbstoffe aus den Bliiten des Liéwen- 
zahns (Taraxacum officinale) zu isolieren, entdeckten wir!) neben 
Lutein ein Xanthophyll mit vier Sauerstoffatomen, C,,H,,0,, das 
bis dahin iibersehen worden war.’) Der neue Farbstoff, Taraxanthin, 
war trotz gleicher Lage der Absorptionsbanden durch die hohe op- 
tische Drehung ([@]¢4 = + 200° in Essigester) und das Ausbleiben 
der blauen Farbreaktion mit 25°/,iger Salzsiiure von dem isomeren 
Violaxanthin*) zu unterscheiden. Vor kurzen haben P. Karrer 
und R. Morf*) dasselbe Xanthophyll aus den Bliiten des Huflattichs 
(Tussilago farfara) isoliert. Wiahrend das Vorkommen von Viola- 
xanthin vor allem nach der HCl-Reaktion von Xanthophylipriparaten 
recht hiiufig sein diirfte (gelbe Bliiten*), griine Blatter), Orangen- 
schalen ®) usw.), schien die Bildung des Taraxanthins auf die Familie 
der Compositen beschriinkt zu sein. Die unten angegebene Auf- 
findung des neuen Farbstoffs in den Bliiten von Leontodon 
autumnalis L. bestairkte uns in dieser Vermutung. 

Beachtenswert erscheint uns daher die Feststellung, daB der 
Farbstoff von Impatiens noli me tangere L. fast ausschlieB- 
lich aus T'araxanthin besteht, das in den Bliiten in veresterter 
Form vorliegt. Diese Pflanze (Springkraut, Balsamine) gehért zur 
Familie der Balsaminaceae, die, wie uns Herr G. Klein freundlichst 
mitteilt, zu den Compositen keine Verwandtschaft besitzt. Fiir 
die priiparative Darstellung von T'araxanthin eignen sich die 
Bliiten von Impatiens L. sehr gut, da eine Reinigung durch frak- 
tionierte Adsorption unnétig ist und die Ausbeute diejenige aus 
Compositenbliiten iibertrifft. 


') R. Kuhn u. E. Lederer, Diese Z. 200, 108 (1931). 

*) P. Karrer u. H. Salomon, Helvet. chim. Acta. 13, 1063 (1930). 

5) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 

*) Helvet. chim. Acta. 15, 863 (1932). 

5) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 
*) L. Zechmeister u. P. Tuszon, Naturw. 19, 307 (1931). 
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Die nach zweimaliger Krystallisation erhaltenen ockerfarbenen, 
glinzenden Krystalle zeigten einen Schmelzpunkt von 181—183° 
und die richtige Drehung der roten Cadmiumlinie (643,85my) von 
+ 200°. Die Schwerpunkte der Absorptionsbanden lagen bei 501, 
468, 439 my (SC,) in Ubereinstimmung mit denjenigen des Farb- 
stoffes aus Léwenzahn. Die Reaktion mit 25°/,iger Salzsiure 
fiel negativ aus. 

Es ist wahrscheinlich, da&B dem Taraxanthin eine gréBere 
Verbreitung zukommt, als bisher angenommen wurde. Die folgende 
Abhandlung berichtet von der Isolierung das Taraxanthins aus 
den Bliitenblattern von Ranunculus acer, wo es nur in geringer 
Menge neben viel anderen Xanthophyllen vorkommt. Man hat 
damit zu rechnen, daB8 einige der bisher als Violaxanthin bezeichneten 
Farbstoffe teilweise aus Taraxanthin bestehen, da der positive 
Ausfall der Salzsiurereaktion, auf den die Erkennung des Viola- 
xanthins gestiitzt wird, noch nicht das Fehlen von Taraxanthin 
beweist. Eine eindeutige Entscheidung zwischen den beiden iso- 
meren Xanthophyllen laft sich erst an krystallisierten Priiparaten 
treffen. 


Taraxanthin aus den Bliiten von Impatiens noli me tangere. 


Etwa 500 Bliiten von Impatiens noli me tangere, die im 
August 1932 in der Nahe von Grenoble gesammelt worden 
waren, wurden bei 40° getrocknet (30 g) und fein gemahlen. Zur 
Extraktion wurde mit 500 ccm Petroliither (Siedep. 30—50°) iiber- 
gossen, nach Stehen iiber Nacht abgenutscht und mit Petrolither 
nachgewaschen. Der gesamte Farbstoff ging in Liésung und lag 
in veresterter Form vor (Verteilungsprobe). Zur Verseifung wurde 
die Petrolitherlésung mit alkoholischem Kali und Athylalkohol in 
homogener Phase’) iitber Nacht stehen gelassen. Dann wurde durch 
Zusatz von Wasser entmischt und die Petrolitherschicht noch dreimal 
mit 90°/,igem Methanol ausgeschiittelt, wobei der Farbstoft bis auf 
Spuren in die untere Schicht ging. Die methylalkoholischen 
Farbstofflésungen wurden vereinigt und der Farbstoff nach Uber- 
schichten mit Petrolither durch vorsichtigen Zusatz von Wasser 
ausgefillt. Nach einigen Stunden wurde abgesaugt und der rohe 
Farbstoff zur Entfernung farbloser Begleitsubstanzen dreimal mit 
Benzin ausgekocht. Dann wurde wieder in Methanol geliést und 
unter Petrolither durch Wasserzusatz gefillt. Das so erhaltene 


1) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 











190 Richard Kuhn und Edgar Lederer, 


Produkt krystallisierten wir aus Methanol und etwas Ather um, 
wobei ockerfarbene, glinzende, langgestreckte Prismen erhalten 
wurden, die das Spektrum des Taraxanthins zeigten; Schwerpunkte 
der Absorptionsbanden in CS, 501, 468, 439 mu. Nach nochmaliger 
Krystallisation aus Methanol wurden 4 mg ‘laraxanthin vom Schmelz- 
/punkt 181—183° erhalten. 


(a]e2” = (+0,32° x 100) : (0,08 x 2) = +200°, 
3,172 mg Subst. gaben 9,10 mg CO,, 2,89 mg H,O und 0,03 mg Asche. 
C,H..0, Ber. C 79,94 H 9,40 
Gef. ,, 79,01 1, 10,29. 
Mit 25°/,iger Salzsiure gab der Farbstoff in iatherischer 
Lésung keine Blaufarbung, mit konzentrierter HCl eine nur wenige 
Sekunden bestehende Reaktion. Durch fraktionierte Adsorption an 


CaCO,') konnte keine Aufteilung des Xanthophylls erzielt werden. 


Xanthophylle aus den Bliiten von Leontodon autumnalis. 

150 g bei 45° getrocknete Bliitenblitter von Leontodon autum- 
nalis (Ende August 1931 im obersten Vintschgau gesammelt) wurden 
20 Stunden mit 750 ccm Aceton—Benzin 1:1 geschiittelt und der 
Extrakt nach dem Abnutschen mit Wasser entmischt. Der Farbstoft 
der Benzinschicht wurde in der iiblichen Weise verseift, wobei ein 
reichlicher Niederschlag von farblosen Begleitern ausfiel. Nach 
Filtrieren und Entmischen wurde die Lauge in der farbstoffhaltigen 
Methanolschicht mit verd. HCl abgestumpft und nach Uberschichten 
mit Benzin die Xanthophyllfraktion durch Wasserzusatz ausgefiallt. 
Der so entstandene Niederschlag wurde abgenutscht und 6fters mit 
Benzin ausgekocht. Durch Krystallisation aus Methanol—Ather 
wurden 15 mg violett gliinzender Krystalle erhalten, deren Spektrum 
(504, 472 mu in CS,) darauf schlieBen lieB, daB ein Gemisch aus 
Lutein und einem Xanthophyll mit vier Sauerstoffatomen vorlag. 
Durch fraktionierte Adsorption an CaCO, wurde eine Lutein- 
fraktion vom Spektrum 506, 475 mu (CS,) erhalten und eine noch 
nicht vollkommen reine Taraxanthinfraktion vom Spektrum 502, 
470 mp (CS,). Die Drehung [@]éj’ = +180° (Essigester) und die 
negative Reaktion mit HCl zeigen in Ubereinstimmung mit Ad- 
sorptions- und Absorptionsverhalten, da Taraxanthin vorliegt. 
Die letzte Reinigung unterblieb aus Mangel an Material. 

Die Xanthophylle der untersuchten Bliiten bestanden aus etwa 
60°), Lutein und 40°/, Taraxanthin. 


Kk. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1981). 
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Zur Nomenklatur der Xanthophylle. 


Aus einer groBen Zahl verschiedener Bliiten- und Laubbliatter 
haben wir ein und denselben Farbstoff C,,H,,O, in einheitlichem 
Zustande mit dem konstanten Drehungsvermigen [a@]?j = +145° 
(Essigester), [a] éq = +160° (Chloroform) und dem _ konstanten 
Schmelzp. 193° (korr.) isoliert.!) Es wurde bewiesen, dab dieser 
Farbstott den Hauptbestandteil des ,,.Xanthophylls“ aus griinen 
Blittern?) und des Eidotter-Farbstoffs ,,Lutein“*) ausmacht. 
»Aanthophyll* und ,,.Lutein® haben sich als uneinheitlich erwiesen.*) 

Nach der Beschreibung R. Willstiitters war zwischen,,Xantho- 
phyll* und ,,.Lutein* nur der Schmelzpunkt unterscheidend, 
der fiir ersteres bei 173—174° (korr.), fiir letzteres bei 195—196° 
(korr.) angegeben wurde. Es ist ersichtlich, daB der von uns iso- 
lierte Farbstoff vom Schmelzp. 193° (korr.) dem ,,Lutein“ sehr 
viel niiher steht (4 = 2—3°) als dem ,,Xanthophyll* (4 = 19—20°). 
Aus diesem Grunde haben wir im Einvernehmen mit Herrn R. Will- 
stitter den alten, von ihm gewihlten Namen Lutein auf den 
einheitlichen Farbstoff vom Schmelzp. 193° iibertragen.') Der 
Hauptbestandteil des Blatt-Xanthophylls erhilt darnach den Namen 
Lutein. Eine Anderung der Nomenklatur, die P. Karrer und 
A. Notthaft) vorschlagen, halten wir fiir unnétig und unerwiinscht. 

Wenn wir die Bezeichnung Xanthophylle als Gruppen- 
namen fiir die hydroxylhaltigen Carotinoide mit 40 Kohlenstoff- 
atomen beibehalten, so geschieht dies, um den Verdiensten von 
C.Schunck und von M. Tswett gerecht zu werden, die, auf 
spektroskopische und chromatographische Analysen gestiitzt, schon 
vor langer Zeit die Vielheit der Xanthophyile betont haben. Denn 
die priiparative Isolierung einer Anzahl verschiedener Xantho- 
phylle (Violaxanthin, Taraxanthin, Flavoxanthin) hat die Be- 
obachtungen der genannten Forscher in wesentlichen Punkten 
bestiitigt. 


1) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 

*) R. Willstatter u. W. Mieg, Liebigs Ann. 355, 1 (1907); R. Will- 
stitter u. A. Stoll, Untersuehungen iiber Chlorophyll, Berlin 1913, S. 231 ff. 

8) R. Willstitter u. H. H. Escher, Diese Z. 76, 214 (1911). 

4) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, a.a.O0.: R. Kuhn u 
A. Smakula, Diese Z. 197, 161 (1931). 

5) Helvet. chim. Acta 15, 1195 (1932). H.v. Euler u. E. Klu®mann, 
Diese Z. 208, 50 (1932) bezeichneten mit Lutein .die natiirliche Farbstoff 
mischung des Eidotters“. 
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Flavoxanthin. 
Von 
Richard Kuhn und Hans Brockmann. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, 
Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1932.) 


Aus den gelben Bliitenblittern des HahnenfuBes (Ranunculus 
acer, Ranunculaceae) haben wir ein neues Xanthophyl1 isoliert, 
das wir Flavoxanthin benennen. Der Name soll zum Ausdruck 
bringen, daB dieses Xanthophyll von allen bekannten am hellsten 
gelb gefirbt ist und damit ein Gegenstiick zum roten Rhodo- 
xanthin darstellt, das von simtlichen bisher aufgefundenen Pilanzen- 
farbstoffen dieser Gruppe die langwelligsten Absorptionsbanden 
aufweist.’) 

Die Bliitenfarbstoffe von Ranunculus-Arten sind schon 6fter untersucht 
worden.?) H. H. Escher’) erhielt aus Ranunculus Steveni Andrz. ein 
krystallisiertes Xanthophylipriiparat, dessen Menge fiir Analyse oder auch 
nur Schmelzpunktsbestimmung nicht ausreichte. P. Karrer und A. Nott- 
haft*) stellten aus Ranunculus arvensis ein Xanthophyll vom Schmelzp. 185° 
dar, von dem nur noch die Absorptionsbanden in Schwefelkohlenstoff und 
Chloroform angegeben werden, die auf Lutein stimmen, 

In den Bliiten von Ranunculus acer, die wir untersucht haben, 
kommen nebeneinander mindestens 4 verschiedene Xanthophylle 
vor, die etwa zur Halfte in veresterter Form als Farbwachse 
vorliegen. Der Menge nach stark iiberwiegend ist Lutein, dann 
folgt ein mit dem Xanthophyll # von M. Tswett vielleicht identischer 
Farbstoff, der durch starke Salzsiurereaktion (Blaufirbung) aus- 


1) Das Rhodoxanthin haben wir in schén krystallisierter Form erhalten. 
Es zeigt von allen Xanthophyllen den héchsten Schmelzpunkt, némlich 217°. 

*) Die ersten zuverlissigen spektroskopischen Angaben stammen von 
C. A.Schunck, Proc. Roy. Soe. 72, 165 (1903), der jedoch die auffallend 
kurzwelligen Absorptionsbanden des Flavoxanthins nicht beschreibt. 

3) Helvet. chim. Acta. 11, 752 (1928). 

4) Helvet. chim. Acta. 15, 1195 (1932). 
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Flavoxanthin. 


gezeichnet ist.’) In geringer Menge findet sich Taraxanthin?), 
vielleicht von etwas Violaxanthin®) begleitet, und Flavoxanthin. 

Zur Reinigung wurden die freien und die durch Verseifen 
in Freiheit gesetzten Xanthophylle wiederholt zwischen Benzin 
und Methanol von wechselndem Wassergehalt verteilt. Die Tren- 
nung erfolgte durch wiederholte chromatographische Analyse mit 
Calciumcarbonat aus Benzinlésung.‘) Dabei bildete das vermut- 
liche Xanthophyll # die oberste, sehr breite griinstichig gelbe Zone. 
Dann kam eine verhiltnismaBig schmale citronengelbe Schicht des 
Flavoxanthins, gefolgt von einer sich scharf abhebenden goldgelben 
Zone des Luteins. Das Taraxanthin fand sich in den unteren 
Teilen der ,f-Xanthophyll“-Schicht. Die Reinigung des Flavo- 
xanthins erfolgte durch Wiederholung der Adsorption an Calcium- 
carbonat und 6éfteres Umkrystallisieren aus wenig Methanol. Aus 
1 kg trockener Bliiten erhielten wir 110 mg rohen und 40 mg reinen 
Farbstoft. 

Flavoxanthin krystallisiert beim raschen Abkihlen aus 
Methanol in biischelig vereinigten schmalen Prismen von goldgelber 
Farbe und blaulichem Oberflichenglanz. Bei langsamer Krystalli- 
sation aus Methanol erhalt man tief lachsrote, derbe Prismen, die 
Krystallmethanol (bis zu 25°/, OCH,) enthalten, das im Hoch- 
vakuum bei 100° vollstindig entweicht. Der methoxylfreie Farb- 
stoff schmilzt bei 184° (Berl, korr. im evakuierten Réhrchen) und 
ist stark rechtsdrehend: [@]§4 = +190° (Benzol). Der Elementar- 
analyse nach kommt dem Flavoxanthin die Formel C,,H,,0, zu. 
Ks nimmt bei der katalytischen Hydrierung, die Herr E. F. Moller 
ausgefiihrt hat, 11 Mole Wasserstoff auf. Bei der Analyse nach 
Th. Zerewitinoff erhielt Herr H. Roth 3,16 Mole Methan. Da- 
nach sind alle 3 Sauerstoffatome Hydroxylgruppen zuzu- 
ordnen und zwei Kohlenstoffringe anzunehmen. 

Das Flavoxanthin stellt das erste Xanthophyll mit einer un- 
paaren Zahl (3) von Sauerstoffatomen dar. Hs fiillt einen 
bisher unbesetzten Platz zwischen den Xanthophyllen C,,H,,0, 


(Lutein, Zeaxanthin) und C,,H,,.O, (Violaxanthin, Taraxanthin) aus, 


1) Die friiher geiiuBerte Vermutung, daB das Xanthophyll 8 von 
M. Tswett mit Violaxanthin identisch sein kénne, trifft, wie wir Diese Z. 
206, 60 (1932) mitgeteilt haben, nicht zu. 

*) R. Kuhn u. E. Lederer, Diese Z. 200, 108 (1931). 

*) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 

*) Nach R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 
141 (1931). 
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Die der Formel C,,H,,0, entsprechende Mittelstellung kommt 
im Adsorptionsverhalten, auf dem die Isolierung beruht, und in 
der Verteilung zwischen Benzin und Methanol zum Ausdruck. 
70 °/,iges Methanol nimmt aus Benzin (Siedep. 70—80°) Lutein 
gar nicht, Flavoxanthin ein wenig (1:9), Violaxanthin stirker (1 : 6) 
auf. Abweichend ist die extrem kurzwellige Lage der Ab- 
sorptionsbanden, welche die Annahme nahelegt, daB nicht alle 
11 Doppelbindungen in Konjugation stehen. Die Absorptions- 
banden liegen an derselben Stelle wie diejenigen von Crocetin, 
das unter Hinzuzihlung der Carboxylgruppen 9 konjugierte Doppel- 
bindungen besitzt. In den folgenden Lésungsmitteln sind, mit Aus- 
nahme von Schwefelkohlenstoff, nur 2 Banden im Sichtbaren zu 
erkennen, zwei weitere treten bei der lichtelektrischen Photometrie 3), 
die wir Herrn A.Smakula verdanken, an der Grenze des Sichtbaren 
und im Ultraviolett hervor (vgl. Figur). 
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Flavoxanthin in Benzol. 


Gitterme8spektroskop L6we-Schumm. Schwerpunkte der Absorptions- 
banden von Flavoxanthin in mu. Kupferoxyd-Ammoniakfilter. 


Schwefelkohlenstoff. . . . . 478 447,5 420 
BO 6k we se we oe ws s OSS 430 
Chloroform. . . . 458 429,5 
Benzin (Siedep. 70-80% . . . 450 422 
Hexan ... ae & oe Se 422 
Athylalkkohol . . . . . . . 448 421 
Methanol ... . ~ . « 447 420 


In konzentrierter ee an und in schmelzender Trichlor- 
essigsiiure lést sich Flavoxanthin mit tiefer, rein blauer Farbe. 


1 Vel. R. Kuhn u. A.Smakula, Diese Z. 197, 161 (1931). 
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Flavoxanthin. 195 
Die gelbe, schwach griinstichige Lésung in Eisessig wird auf 
Zusatz von ganz wenig konzentrierter Salzsiure tief smaragdgriin, 
beim Verdiinnen mit Wasser schligt die Farbe nach oliv um. 
Absolute Ameisensiure lést intensiv grasgriin, dieselbe Farbe 
nimmt die iitherische Lésung des Flavoxanthins auf Zusatz von 
Pikrinsiure langsam an. Mit Antimontrichlorid in Chloroform 
erhilt man eine rein blaue Lésung, die neben Endabsorption im 
Rot eine Bande bei 548 mu erkennen 1iBt. 

Unterschichtet man die Atherlésung mit 20°/, iger Salzsiure, 
so firbt sich diese schwach blau an. Mit 25°/,iger Salzsiiure 
fillt die Reaktion stark positiv aus. Die blaue Lésung verblabt 
aber tiber Violett in 5—10 Minuten (Unterschied gegeniiber Viola- 
xanthin, bei dem die blaue Farbe viel linger bestehen bleibt). 

Flavoxanthin scheint in gelben Bliiten nicht hiufig in nen- 
nenswerter Konzentration vorzukommen. Aufer im Hahnenfub 
konnten wir es noch im Frihlingskreuzkraut (Senecio ver- 
nalis) chromatographisch und durch sein charakteristisches Ab- 
sorptionsspektrum nachweisen. 


Experimenteller Teil. 

Als Ausgangsmaterial dienten etwa 150000 Bliiten des schar- 
fen HahnenfuBes (Ranunculus acer, Butterblume), die im Friihjahr 
1932 in der Gegend von Heidelberg gesammelt worden waren. 
Die von den Stengeln befreiten Bliiten wurden in diinner Schicht 
zuniichst bei Zimmertemperatur, dann bei 40—45° getrocknet. 
Ktwa 50000 Bliiten gaben 1 kg Trockenmaterial, das bis zur 
Bearbeitung in gut verschlossenen Flaschen unter CO, aufbewahrt 
wurde. 

Zur Extraktion der Xanthophylle wird je 1 kg in der Kugel- 
mithle staubfein gemahlenes Bliitenmehl mit 3 Liter Methanol’) 
iibergossen und iiber Nacht auf der Maschine geschiittelt. Nach 
dem Abnutschen wird die Extraktion in der gleichen Weise mit 
2 Liter Methanol wiederholt, wobei noch erhebliche Mengen Farb- 
stoff in Lésung gehen. Dem gut abgepreBten Extraktionsgut ent- 
ziehen wir durch 4 stiindiges Schiitteln mit 3—4 Liter Petrolither 
(40—50°) die Xanthophyllester. Kine zweite Behandlung mit 
Petrolither ergibt einen nur hellgelb gefiirbten Auszug und ist 
nicht lohnend. Das trockene Bliitenmehl ist nach dieser Behandlung 
fast reinwei8. Methanol- und Petroliitherextrakte werden getrennt 
aufgearbeitet. 


1) Frisch iiber Kalium-hydroxyd destilliert. 
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1, Methanolausziige. a) Vorreinigung des Xanthophyll- 
gemisches, Die vereinigten Methanolausziige, die durch das 
Chlorophyll der Kelchblitter schmutzig griin gefarbt waren, wurden 
im Vakuum auf 1,5 Liter eingeengt und nach Zusatz der 4—5fachen 
Menge Wasser mit peroxydfreiem Ather extrahiert. Es erwies 
sich als vorteilhaft, vor dem zweiten Durchschiitteln mit Ather 
der Lésung reichlich Kochsalz zuzusetzen. Die gut gewaschenen 
Atherextrakte engten wir im CO,-Strom auf 1,5 Liter ein und 
vermischten zur Verseifung mit dem gleichen Volumen 5°), iger 
ithylalkoholischer Kalilauge, die 5°/, Wasser enthielt. Nach 
12 stiindigem Aufbewahren dieser Mischung bei 30° unter Stick- 
stoff wurde durch Wasserzusatz entmischt und die tief goldgelbe 
Atherlisung durch mehrfaches Durchschiitteln mit destilliertem 
Wasser von den entstandenen Seifen befreit. Um die Verseifung 
zu vervollstiindigen, wurde die itherische Lésung nochmals mit 
5°/, alkoholischer Kalilauge vermischt und iiber Nacht bei 30° 
aufbewahrt. Nach der Entmischung wurde die gut gewaschene 
Atherlésung im Vakuum zur Trockene verdampft, der Riickstand 
in 200 ccm Benzol gelést und mit 2 Liter Benzin verdiinnt. Da- 
bei kann etwas Rohfarbstoff ausfallen. Ohne diesen abzufiltrieren, 
wurde der Benzinlésung durch 3—4maliges Ausschiitteln mut 
90°/,igem Methanol die Hauptmenge des Farbstoffes entzogen. 
Im Benzin verbleibt eine sehr geringe Menge unverseifter Xantho- 
phyllester und etwas Carotin, das wahrscheinlich den griinen 
Kelchblittern entstammt, da die Analyse der Bliitenblitter die 
Abwesenheit von Carotin ergibt. 

Aus der mit Benzol versetzten alkoholischen Lésung wurde 
der Farbstoff durch langsames Zusetzen von Wasser in die Benzol- 
schicht getrieben, die 4—5mal griindlich mit Wasser durch- 
geschiittelt und mit dem dreifachen Volumen Benzin (70—80°) 
verdiinnt wurde. Diese Lésung diente zur Auftrennung des Farb- 
stofigemisches im Chromatogramm. 

b) Abtrennung des Flavoxanthins durch Adsorption 
an CaCO,. Zur Adsorption dienten 18 cm lange Réhren von 
6 cm Durchmesser, die mit einer 12 cm hohen sehr fest gestampften 
Schicht von CaCO, gefiillt waren.') Die Xanthophyll-Lésung 
wurde soweit in die Siule eingesogen, daB diese etwa zur Hiilfte 
angefiirbt war, worauf mit Benzin (Siedep. 70—80°) so lange nach- 


1) Vergl. R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 19%, 
141 (1931). 
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gewaschen wurde, bis die unterste goldgelb gefiirbte Zone das 
Ende der Siule erreicht hatte. Eine schichtweise Zerlegung der 
Siiule unter gleichzeitiger spektroskopischer Kontrolle der Eluate 
ergab das Vorliegen von 3 auch iiuBerlich durch etwas verschiedene 
Farbung erkennbaren Zonen, deren Eluate folgende Absorptions- 
banden in Benzin zeigten: Oberste, griinlich gelbe Schicht (starke 
HCl-Reaktion): 468, 440 mu; mittlere, schmale hellgelbe Schicht 
(Flavoxanthin): 450, 423 mu; untere, breite goldgelbe Schicht 
(Lutein): 478, 448 mu. 

Die mittleren Zonen der Chromatogrammrohre wurden mit 
Benzin, das 1°/, Methanol enthielt, eluiert. Nachdem aus der 
Benzinlésung der Alkohol durch 4—5 maliges Waschen entfernt 
worden war, wurde sie ein zweites Mal in der gleichen Weise an 
CaCO, adsorbiert, wobei die mittlere Zone mit reinstem Methanol 
eluiert wurde. Aus der stark eingeengten, zuvor durch eine eng- 
porige Glassinternutsche filtrierten Methanolelution tiel beim Stehen 
iiber Nacht das Rohprodukt in Form eines goldgelben pulverigen 
Niederschlages aus. Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 110 mg 
aus 1 kg trockener Bliiten. Zur Reinigung wurde aus heifem 
Methanol umkrystallisiert, wobei sich das Flavoxanthin in biischlig 
vereinigten schmalen Prismen von goldgelber Farbe und bliu- 
lichem Oberfliichenglanz abschied. Beim langsamen Auskrystalli- 
sieren waren die Krystalle derber und réter und enthielten bis 
zu 25°/, Methanol, das sich durch Erhitzen im Hochvakuum auf 
100° entfernen lieB. Nach zweimaligem Umkrystallisieren lag der 
Schmelzpunkt bei 184° (Berl, korr., in evakuierten Réhrchen) 
und blieb bei weiterem Umkrystallisieren konstant. Um aschefreie 
Priiparate zu erhalten, wurde das zweimal umkrystallisierte Produkt 
in Benzol (pro analysi, Merck) gelést und 5mal mit Wasser 
griindlich durchgeschiittelt. Die durch eine engporige Glasnutsche 
filtrierte Benzollésung wurde im Vakuum zur Trockne verdampft 
und der Riickstand in heiBem Methanol aufgenommen. Beim 
Erkalten schied sich das Flavoxanthin in goldgelben glitzernden 
Krystillchen ab, die nochmals aus Methanol umkrystallisiert und 
dann zur Analyse 30 Min. bei 100° im Hochvakuum getrocknet 
wurden. Die Substanz enthielt noch 1,22°/, Methanol (Zeisel)’), 
woftr wir 0,71°/, (H,O) von den Einwaagen abgezogen haben. 

8,729, 3,657 mg Subst.: 11,22, 11,03 mg CO,, 3,225, 3,145 mg H,O. 

C,,H,,0, Ber. C 82,13 H 9,65 
a Gef. ,, 82,06, 82,26 5, 9,67, 9,62. 


‘) Gleichzeitig mit den Elementaranalysen ausgefiibrt. 
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Bestimmung der aktiven H-Atome nach Th. Zerewitinoff'): 8,075 mg 
Substanz entwickeln bei 95° 0,98 cem Methan (0°, 760 mm) entsprechend 
3,16 Mol CH,. Bestimmung des spezifischen Drehungsvermégens: 


a 0,58° x 100 
lee = + “9500,153 
2. Petrolatherauszug. Der tief gelb gefiirbte Petrolitherauszug 
aus 1 kg Bliitenmehl wurde im Vakuum auf 1,5 Liter eingeengt 
und zur Verseitung mit der gleichen Menge 5°/,iger ithyl- 
alkoholischer Kalilauge vermischt. Nach 12stiindigem Aufbewabren 
bei 30° unter Stickstoff wurde durch reichlichen Wasserzusatz 
entmischt und die Petrolitherschicht durch griindliches Schiitteln 
mit Wasser von der Seife befreit. Um ein vorzeitiges Ausfallen 
der Xanthophylle zu vermeiden, wurde vor der Entmischung 
Petrolither zugesetzt. Aus der Petrolitherlésung wurden mit 
90°/,igem Methanol die freien Xanthophylle ausgeschiittelt und 
nach dem Uberschichten der alkoholischen Lisung mit Petrolither 
durch reichlichen Wasserzusatz an der Grenzschicht ausgefiallt. 
Wir erhielten 400 mg Rohprodukt, das nach der Adsorptions- 
analyse zum gréBten Teil aus Lutein bestand. Durch Adsorption 
an CaCO, lieB sich das Lutein von ctwas beigemengtem ‘Tara- 
xanthin befreien. Es schmolz nach mehrfachem Umkrystallisieren 
bei 190—191° (korr., Berl, im evakuierten Réhrchen) und zeigte 
in Essigester [aoa = (+ 0,29. 100) :(2-0,98) = + 148°. Die Ab- 
sorptionsbanden in Benzin hatten ihre Schwerpunkte bei 477,5 
und 447,5 mu, in Schwefelkohlenstoff bei 508 und 475 mu. Auch 
in der charakteristischen Krystallform und den Farbreaktionen 
stimmte der Farbstoff mit Lutein iiberein. 
4,095 mg Subst.: 12,655 mg CO,, 3,60 mg H,O. 
C,,H,.0, Ber. C 84,45 H9,92 Gef. C8429 H 9,84. 
Das durch Adsorption an CaCO, abgetrennte Taraxanthin 
krystallisierte in feinen ockergelben Nidelchen und schmolz bei 
184° (korr., Berl, evakuierte Réhrchen). Die Schwerpunkte der 
Absorptionsbanden in Benzinlésung lagen bei 473 und 444 mu 
(Farbstoff aus Léwenzahn: 472 und 443 mu). Die itherische 
Lisung gab beim Schiitteln mit 25°/,iger Salzsiiure eine ganz 
schwache Blaufirbung. 


1) H. Roth, Mikrochemie 11, 140 (1932). 
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Uber die Gallensiure der Liwengalle. 


Von 


Keizo Tanaka. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat zu Okayama.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Oktober 1932.) 


Um die Beziehung zwischen der Gallensiiurebildung und den 
Nahrungsbestandteilen klarzustellen, ist schon seit Jahren die 
Galle verschiedener Tiere von vielen Autoren untersucht worden, 
und man hat gefunden, daB in der Galle der Pflanzenfresser Chol- 
siure oder Desoxycholsiure vorherrschen, und daB in der Galle 
des Fisches hauptsichlich Taurocholsiiure enthalten ist, wihrend 
die Galle der anderen Tiere eine eigenartige Gallensiiure ent- 
hilt, woriiber bereits von Okamura!) berichtet wurde. 

Was die Gallensiiture des Fleischfressers betrifft, so wurde 
von Hammarsten?) gefunden, daB die Galle des Hundes haupt- 
sichlich Taurocholsiure enthilt. 

Durch die freundliche Ubersendung von Liwengalle aus dem 
zoologischen Garten in Osaka, war es mir méglich, mich mit der 
Untersuchung derselben zu beschiiftigen, und ich habe gefunden, 
daB sie hauptsichlich Taurocholsiure enthilt. Bei dieser 
(relegenheit danke ich Herrn Direktor Hayashi bestens. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Gallenblase des Léwen ist ein langer, ditnndarmihnlicher, 
gekriimmter Sack, 12 cm lang und 2 cm breit. Er enthielt etwa 
$0 cem Galle von tiefgriiner Farbe. 

Diese 80 ccm Galle wurden nach Befreiung von Mucin durch 
Alkohol mit einer 5°/, igen Eisenchloridlésung versetzt, bis keine 
Fallung mehr entstand, und dann filtriert. Das mit Soda zer- 
setzte alkalische Filtrat wurde unter Zusatz von gesiittigter Koch- 


') Diese Z. 188, 11 (1930). 
*) Diese Z. 43, 127 (1904). 
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salzlésung ausgefa Diese Fallung wurde in Alkohol gelést, um 
das Salz zu entferuen, und der vom Alkohol abgedampfte Riicx. 
stand (2,06 g) wurde in iiblicher Weise mit Alkali verseift. Au: 
der verseiften Lésung wurde durch Ansiuern mit Salzsaiure eine 
Krystallmasse erhalten: 0,59 g. Aus verdiinntem Alkohol krystalli- 
siert die Siiure in Nadeln und, aus Alkohol mehrmals umkrystalli- 
siert, schmilzt sie genau bei 198°. 

Sie schmeckt bitter und gibt die Pettenkofersche, Mylius- 
sche und Hammarstensche Reaktion. 

Spezifische Drehung: 0,254°/,ige Liésung in absolutem Alkohol: 
0,19 x 100 
2 x 0,254 

Titration: 0,075 g Substanz brauchten 1,82 cem n/10-NaOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,O, Ber. 408 Gef. 412. 
4,569, 4,690 mg Subst: 11,815, 12,110 mg CO,, 4,000, 4,110 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. ,, 170,54, 70,45 5, 9,80, 9,81. 

Nach diesen Resultaten stimmt die Siure mit Cholsiure voll- 
kommen iiberein. Aus der von Cholsiure befreiten verseiften 
Mutterlauge wurden in iiblicher Weise lange prismatische Krystalle 
erhalten, leicht léslich in Wasser, unléslich in absolutem Alkohol. 
Sie waren schwefel- und stickstoffhaltig und schmolzen tiber 290°. 
Es liegt zweifellos Taurin vor. Die Léwengalle enthalt also 
Taurocholsiure. Aus dem Eisenniederschlag wurde leider wegen 
des spiirlichen Materials keine Gallensiure erhalten. 


[a]2° =+ = + 37,49. 
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Studien tiber Tumorarginase. 


II. Weitere Versuche zur Aktivierung und Hemmung von Arginase. 
Von 
G. Klein und W. Ziese. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. Rh., 
Werk Oppau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. September 1932.) 


Edlbacher') und Mitarbeiter und wir’) konnten unabhiingig 
voneinander zeigen, daf in einem weiten Giiltigkeitsgebiet die 
Sulfhydrylverbindungen Glutathion und Cystein, sowie auch Blau- 
siure als Hemmungskorper der Argininspaltung durch Leberarginase 
auftreten k6énnen. 

Wihrend sich unsere Versuche bisher groBenteils auf Kalbs- 
leberarginase bezogen haben, erschien es uns im Hinblick auf dic 
Beobachtung von E. Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner und 
W. Kocholaty, die eine Aktivierung der Arginase durch Sulf- 
hydrylkérper festgestellt haben, notwendig, noch weiteres Material 
zu beriicksichtigen, um so mehr, als wir im AnschluB an die Kr- 
gebnisse von Edlbacher und Mitarbeitern iiber das Verhalten 
der Arginase im carcinomatésen Organismus neue Erfahrungen 
cesammelt haben.*) 

In Ergiinzung unserer friiheren Befunde fanden wir, dafb aus 
menschlicher Leber hergestellte arginasehaltige Suspensionen 
gegeniiber Cystein und Glutathion dasselbe Verhalten zeigen wie 
Kalbsleberarginase. Eine Aktivierung durch Glutathion und 
Cystein fanden wir nicht, dagegen kriftige Hemmungserschei- 
nungen bei Konzentrationen von 9-10—! bis 3-10~? mg der Sult- 
hydrylkérper pro Kubikzentimeter. Bemerkenswert erscheint, dat 
gesunde Rattenleber, unter denselben Bedingungen behandelt 
wie Kalbs- und Menschenleber, bei alkalischem p,, eine geringere 





') Edlbacher, Kraus u. Walter, Diese Z. 206, 65 (1932). 
*) Diese Z. 211, 23 (1932). *) Z. Krebsforsehg 37, 323 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII. 14 
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seeinfluBbarkeit durch die schwefelhaltigen Substanzen zeigt, als 
zu erwarten ist. Die Grébe des Hemmungsefiektes ist unter den 
Bedingungen unserer Versuche bei p,, 9,2 teilweise bis zur In- 
differenz vermindert. Versuche mit 1°/, igen Suspensionen bzw. 
Extrakten aus Leber von Pferd, Schwein, Ziege und Schaf 
haben iiberwiegend Ubereinstimmung mit den Verhiiltnissen an 
Kalbs-, Menschen- und gegebenenfalls Rattenleber gegeben. 
Aktivicrende Effekte konnten nur selten und in geringem Ausmab 
beobachtet werden. 

Ks wurde nun bei der Ausdehnung der Versuche auf Lebern 
von sarkomatésen Tieren wie auch auf carcinomatise menschliche 
Leber gefunden, da hier vielfach deutliche Reaktionsbeschleuni- 
gungen bei Zugabe von Sulfhydrylkérpern gegeniiber den Kontrollen 
festgestellt werden.!) Bei den Versuchen mit Ratten wurden Tiere 
benutzt, welche Tumoren des Bindegewebes in verschiedenem 
Stadium trugen. Entsprechend der Reife der Geschwiilste wurde 
zunehmende Aktivierung der Leberarginase durch die Sulfhydryl- 
kérper aufgefunden, auch dann, wenn eine Inkubation (beispiels- 
weise mit Glutathion oder Cystein) im sauren Milieu den Spal- 
tungen vorausgegangen war. Wurden dagegen Priparate benutzt, 
die nach E. Waldschmidt-Leitz, A. Beck und E. Blum mit 
Alkohol extrahiert und getrocknet waren, so konnten Aktivierungs- 
effekte nicht mehr beobachtet werden. — Kine menschliche Leber, 
die mit Krebsknoten durchsetzt war, verhielt sich gegen Cystein eben- 
falls anders als eine entsprechende gesunde Leber, deren Arginase 
in 1°/,iger Suspension durchgehend gehemmt wird. Als allgemeines 
Ergebnis glauben wir erkannt zu haben, daf Leberpriiparate, die 
durch 1°/,ige Aufschliammung yon Frischleber (ohne Vornahme 
von Reinigungsoperationen) hergestellt werden, bei der Einwirkung 
auf Arginin bei schwach saurer sowie auch bei alkalischer 
Reaktion tiberwiegend durch Sulfhydrylkérper in ihrer Wirksam- 
keit gehemmt und im Grenzfall (z. B. Rattenleber, vgl. Edlbacher, 
Kraus und Walter) nicht beeintluBt werden, falls gesundes Tier- 
material benutzt wird. Benutzt man Lebern von sarkomatésen 
Tieren bzw. Carcinomleber, so kénnen Aktivierungseffekte auftreten. 

Ebenso wie die Arginase der Leber von Tumortieren zeigt 
auch die Arginase des Tumors selbst ein vom Normalen ab- 
weichendes Verhalten gegen Glutathion und Cystein. Auch hier 


1) Nach miindlichen Mitteilungen von Herrn Edlbacher fand er bei 
Tumorarginase unter bestimmten Verhiiltnissen hohe Aktivierungen. 
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sind in ihrer Intensitiét schwankende Aktivierungseffekte fest- 
stellbar.') 

Es ist unwahrscheinlich, daB die Anderung der Reaktion der 
Leber- und der Tumorarginase auf eine Veriinderung des Ferment- 
systems selbst zuriickzufiihren ist. Wir glauben vielmehr, dab ein 
Auttreten von bisher noch nicht eindeutig fixierten Begleitstoffen 
vel. weiter unten) die Veriinderung der Reaktionsweise veranlabt. 
Nach den soeben publizierten Befunden von Salaskin und 
Solowjew?) ist durch Adsorption von Begleitstoffen gereinigte 
Arginase in Ubereinstimmung mit unseren Befunden durch Cystein 
hemmbar, wiihrend schwermetallhaltige Enzympriiparate durch 
Bildung von Metallkomplexen aktivierbar sein sollen. 

Demnach kénnte man vermuten, dab den Schwermetallen 
auch im Verhalten der Carcinomtiere eine ausschlaggebende Rolle 
zukommt. Versuche, die vor einiger Zeit hier von Herrn Dr. Beck 
an einer Reihe von Kupferanalysen an gesunder menschlicher Leber 
sowie auch an menschlicher Carcinomleber vorgenommen wurden, 
haben in der kranken Leber bedeutend weniger Kupfer als in 
der gesunden Leber festgestellt. Wir nehmen daher an, daf das 
von uns gefundene Verhalten der Carcinomleber nicht mit dem 
Auftreten einer Kupfer—Sulfhydrylverbindung erklirt werden kann, 
da dann eher die gesunde Leber den Effekt der Aktivierung hiitte 
zeigen miissen. Wir kommen weiter unten auf diese Frage zuriick. 

In der folgenden Figur und Tab. 1 sind Versuche wieder- 
segeben, bei welchen die Lebern von Normalratten und Lebern 
von Tumorratten der Wirkung der Sulfhydrylverbindungen aus- 
gesetzt wurden. Die Versuchsbedingungen sind ibnlich denen, 
die in unserer 1. Mitteilung beschrieben sind. 

1,5 g frische Rattenleber von Normalratten einerseits und Tumorratten 
andererseits werden fein gemahlen und zerrieben und dann in einem Meb- 
kolben von 100cem Inhalt bis zur Marke aufgefiillt. Man libt grobe Teil- 
chen absitzen und entnimmt von der Suspension je 1 ccm zu den in der 
Tabelle aufgefiihrten Versuchen. 

Der Ansatz geschah in der Weise, da8 man unter Zusatz der an- 
gegebenen Mengen Cystein (0,3 cem einer 1 bzw. 0,1 cem einer 0,1°/, igen auf 
pu 6 eingestellten Lésung von Cysteinchlorhydrat) bzw. Glutathion mit Wasser 
auf 5cem auffiillte, darauf im Thermostaten bei 30° 1 Stunde lang inkubierte 
und nun durch Zugabe von 10 ccm Glykokoll-Natronlaugepuffer (n/10), der 
5mg Arginincarbonat gelést enthielt, die eigentliche Spaltung bei 30° an- 
setzte (Versuche 1—5). 

1) Vgl. Anm. 1, S. 202. 
*) Biochem. Z. 240, 503 (1932). 
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den Versuchen 6—i0 wurde der Inkubationsansatz anstatt mit 


Wasser mit Glykokoll—Natronlaugepuffer beschickt und beim Beginn der 
Spaltung ergiinzte man den Puffer so, dab die eigentliche Spaltung nach 
Zusatz yon 5 mg Arginincarbonat unter denselben Bedingungen verlief wie 
bei den Versuchen 1—5. 
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Beeinflussung von Arginase in n-Rattenlebersuspension durch Sulfhydrylverbindungen. 


Vertikalen 1 u. 2 jedes Schraffierungstyps: Cystein 4,5-10~! bzw. 1,5-10°* mg pro ccm 
3u. 4 5g : Glutathion desgleichen 
5 Kontrolle ohne Sulfhydrylverbindung. 


Tabelle 1. 


Beeinflussung von Rattenleberarginase in Frischlebersuspension durch 


9 


> 


tlutathion und Cystein. Benutzung von Tumortieren. Tumor erbsgroB. 





Ansatz 


Typ | 


Typ II 


Typ Il 





15 





Zusatz 


Glutathion 
” 
Cystein 
9 
ohne Zusatz 
Glutathion 
” 
Cystein 
b] 
ohne Zusatz 
Glutathion 
” P 
Cystein 


99 
ohne Zusatz 





mg/ccin 


4,5-107! 
1,5+107? 


0-Wert 


Arginin 


0,252 
0,252 
0,250 
0,256 
0,250 


0,270 
0,265 
0,265 
0,265 
0,265 





1 Stunden-Wert 








Arginin | Spaltung 
} 0 


mg lo 
0,218 13,5 
0,135 47,2 
0,207 18,0 
0,133 47,2 
0,168 33,0 
0,175 80,5 
0,108 57,0 
0,142 43,2 
0,136 47,0 
0,142 | 43,0 
0,215 | 200 
0,093 | 65.0 
0,206 | 22,0 
0,124 | 53,2 
0,094 | 64,5 


Versuche mit Lebern von Tieren mit haselnu8- bis walnuBgroBen Tumoren 
ergaben die gleichen und noch verstirkte Effekte. 
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Bei den Versuchen 11—15 wurde ohne die Einschaltung einer Inku- 
bationszeit der Gesamtansatz (15 cem) gleich am Anfang hergestellt. Der 
Ansatz bestand aus 1 ccm Lebersuspension, den Sulfhydrylverbindungen, 
10 cem Puffer enthaltend 5 mg Arginincarbonat und Wasser. Ebenso wie 
die Normalleber wurde die Tumorleber beschickt. 


Sulfhydrylkorper und gesunde bzw. carcinomatose menschliche Leber. 


Man erkennt aus Tab. 2 die starke Schiidigung der Arginase 
von gesunder Leber, aus Tab. 3 die Indifferenz bzw. aktivie- 
rende Wirkung des Cysteins gegen Arginase aus carcino- 
matéser Leber. 














Tabelle 2. 

Beeinflussung der Argininspaltung durch Sulfhydrylkérper. 

Benutzung gesunder menschlicher Leber (Sektionsmaterial). 

. ’/, Stunden- Wert 

Nr. Zusatz mg/ecm — ——-— en —— 
Arginin mg | Spaltung °/, 

1 Glutathion 9-107! 0,235 0 
2 . 3-107? 0,182 22,5 
3 Cystein 9-107! 0,226 4,0 
4 ” 3-107? 0,157 33,0 
5 Wasser — 0,126 46,5 
6 Glutathion 9-107! 0,228 14,0 
7 ss 3-107? 0,175 | 26,5 
8 Cystein 9-107! 0,217 | 9,0 
9 - 3-107? 0,198 17,0 
10 Wasser — 0,174 27,0 
11 Glutathion 9-107! 0,237 4,5 
12 a 3+1072 0,152 | 38,5 
13 Cystein 9-107 0,198 20,5 
14 . 3-107? 0,158 36,7 
15 Wasser _ 0,131 | 47,5 











Beeinflussung von carcinomatoser menschlicher Leber 
durch Glutathion und Cystein. 


Tabelle 3. 


Beeinflussung der enzymatischen Argininspaltung durch Sulfhydrylkérper. 
Benutzung carcinomatéser menschlicher Leber. 





, ‘. ' 1, Stunden-Wert 
Nr. Zusatz mg/cem - 
Arginin mg | Spaltung °, 


Glutathion 9-107! 0,2! 


| 





1 5237 5,5 
2 Cystein 9-10—! 0,185 26,1 
3 ss 3-107? 0,222 11,5 
4 Wasser — 0,222 11,5 
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Aufttallend ist in der vorstehenden Tabelle der Unterschied 


der Wirkung des Glutathion und des Cysteins. 


Wihrend 


das 


Cystein , aktiviert“, erzeugt das Glutathion noch eine relativ starke 
Verminderung der Aktivitiit. Ohne hierauf niher eingegangen 
zu sein, glauben wir, daB auch die Polypeptidnatur des Glutathions 
fiir sein Verhalten gegen Arginase neben seinem Charakter als 
Sulthydrylverbindung bedeutungsvoll ist (vgl. die starke Hemmung 
der Arginase durch EiweiBabbauprodukte, III. Mitt., S. 225). 
Tab. 4 zeigt das Verhalten von Tumorarginase (Flexner- 
Jobling-Sarkom der Ratte) gegeniiber Cystein und Glutathion, 
wobei sich geringe aktivierende Effekte ergeben; vgl. auch 8. 214. 


Tabelle 4. 


Sulfhydrylverbindungen und Tumorarginase. 





























0- Wert 18 Stunden- Wert 
. ” mg pro nnn iomsoisiiiansaleemanititgaianatts 
Nr.| Ansatz Zusatz ecm |Arginin mg|Arginin mg Spaltung 
pro ccm procem | "l 
1 ile, Glutathion | 4,5-107! 0,250 0,188 | 25,0 
2 ors a 1,5-1072 0,250 0,185 | 26,0 
311) Simmde| Cystein | 4,5-107'] 0,250 0,198 | 20,5 
4] /2 cane . 1,5-107? 0,250 0,179 28,5 
5 PHY Wasser — 0,250 0,184 26,0 
6 a Glutathion | 4,5-107? 0,253 0,199 21,0 
eS ca. et 15-107? | 0,249 0,183 26,5 
8] | i a Cystein | 4,5-107" 0,254 0,204 19,0 
~ Bipeonag 7 1,5-10-? 0,253 0,186 27,0 
10 PH ‘ Wasser o 0,245 0,201 18,0 


Tab. 5 gibt Versuche mit Zugabe des eigenen Extraktes zu 
durch Alkohol geschwiichten Leberpriiparaten wieder; desgleichen 
Zusiitze von Cystein. Es ergeben sich keine Anhaltspunkte fiir 
eine Reaktivierung. 


Die Frage nach dem Einflu8 von Fermentbegleitstoffen auf die 
Reaktionsweise der Sulfhydrylverbindungen. 


Die an Normaltieren und an Tumortieren durchgefiihrten Ver- 
suche haben zwar eindeutig einen Unterschied von Normalleber- 
arginase gegeniiber Tumorleberarginase erkennen lassen, doch ist 
es wohl ebenso sicher, daB diese Unterschiede nicht primiirer, 
sondern nur sekundiirer Natur sind, um so mehr, als es sich ge- 
zeigt hat, daB Konzentrationserhéhung der Sulfhydrylkérper auch 
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Tabelle 5. 4 








0-Wert | 4 Stunden-Wert 
, . mg pro ntti 
Nr. Zusatz an Arginin Arginin | Spal- 
mg | “i 
mg | tung "/, 
1} Muskulatur extrahiert johne Zus. ~. 0,262 0,222 15 
eigener | éiquival. - 
' ” sa Extrakt Siew — 0,88% 
3) Tumor ” ohne Zus. — 0,261 0,222 15 
eigener | fiquival. — 
. ” ” Extrakt ee _— 0,220; 16 
Kontrolle Tumor . aii vs i 
SE tied, chee Sinai ohne Zus. --- 0,262 0,178 | 32 





0-Wert | 1°/, Stunden-Wert 


6] Muskulatur extrahiert johne Zus. — 0,25u 0,225 10 
7 . > Cystein |1,5-107'] 0,247 | 0,224 | 9 
8 Tumor ~ ohne Zus. —- 0,254 0,257 | — 
9 Cystein | 1,5-10~' 0,250 0,250 — 


Kontrolle Muskulatur 


aia 9 ‘ q 
10 nicht extrahiert ohne Zus. 0,264 0,218 | 17 

















Tumoren: kirschkern- bis kirschgroB. 


bei Tumorleber hemmende Effekte ergibt (vgl. vorhergehende 'T'a- 
bellen). Wir haben nun die Frage des Kinflusses von Ferment- 
begleitstoffen bei den beobachteten Erscheinungen  gepriift, 
wobei folgende Uberlegung den Ausgangspunkt bildete: 

Vor laingerer Zeit sind von Voegtlin und Thomson!) Serien 
von Analysen des Glutathiongehaltes von Geweben und Organen 
von Tumortieren durchgefiihrt worden; hierbei hat sich ein durch- 
schnittlicher Gehalt der Leber des Tumortieres an Glutathion von 
etwa 1,5 mg SH-Verbindung pro 1g Frischsubstanz ergeben. 
Obgleich es natiirlich nicht méglich ist, die Verhiiltnisse in vivo 
mit Vorgiingen enzymatischer Versuche in vitro ohne weiteres zu 
vergleichen, so ist doch bemerkenswert, dab die von Voegtlin 
gefundene und letzthin von Heinlein’) bestiitigte Konzentration 
des Glutathions im gesunden und kranken Gewebe diejenige 
Konzentration ums 5—10fache iibersteigt, die in unseren Ver- 
suchen eine starke Schwiichung der Arginaseaktivitiit von ver- 
diinnten Fermentsuspensionen ergeben hat. 

Fiir Versuche in vitro war aus den Befunden von Voegtlin zu 
folgern, da solche Lebersuspensionen, die etwa 107! mg Glut- 
1) J. of biol. Chem. 70, 242 (1926). 

*) Z. Krebsforschg 35, 161 (1932). 
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athion pro Kubikzentimeter enthalten, bei der Zugabe von Arginin 
auch dann nur einen verminderten enzymatischen Effekt ergeben 
diirfen, wenn keine weiteren Mengen von Sulfhydrylverbindungen 
hinzugefiigt werden. Solche Suspensionen sind bei Rattenleber 
etwa dann gegeben, wenn man 1 g Frischleberbrei auf etwa 10 
bis 15 ccm vyerdiinnt. Es hat sich nun sowohl bei Beniitzung von 
Lebersuspensionen, wie auch bei Verwendung klar zentrifugierter 
Leberextrakte in der Tat gezeigt, daB solche Fermentansiitze nur 
eine relativ geringe Spaltung des Arginins ergeben und daB erst 
starke Verdiinnung der Versuchsansiitze kriftigen Zerfall der 
Aminosiiure bewirkt. 

Die niihere Betrachtung hat aber erkennen lassen, daB fiir 
dieses Ergebnis das Glutathion nicht verantwortlich zu machen 
ist, sondern Eiweibbegleitstoffe. Benutzt man niimlich konzen- 
trierte Lebersuspensionen zu Spaltungsversuchen erst dann, wenn 
man sie 30 Minuten lang in einem auf 70° temperierten Wasserbad 
gehalten und die ausgefallenen koagulierten Eiweifkérper ab- 
zentrifugiert hat, so zeigt die Restlisung starke Arginase- 
aktivitit. Dieser Befund kénnte zuniichst so erklirt werden, 
daB das SH-Glutathion wiihrend des halbstiindigen Erwirmens 
auf 70° infolge chemischer Veriinderung (Ubergang in die S-S- 
Form) oder Bindung an den Niederschlag aus der Liésung ver- 
schwindet. Es wurde in der Tat gefunden, daB die Reaktion der 
Restliésung mit Nitroprussidnatrium nur sehr schwach ist, sobald 
der Eingriff bei 70° vorgenommen ist; es hat sich aber gleich- 
zeitig gezeigt, daB die bei 70° gewonnene Lésung noch durch 
Sulfhydrylkérper aktiviert werden kann und zwar auch durch 
solche Cysteinkonzentrationen, die an die GréBenordnung der Be- 
funde von Voegtlin in vivo heranreichten. 

Werden die konzentrierten nicht bei 70° vorbehandelten Extrakte 
benutzt, so zeigt sich ebenfalls ein geringer aktivierender Effekt durch 
Cystein, der aber bedeutend kleiner ist als nach der Behandlung bei 70°. 

Diese Befunde, die beispielsweise an derselben menschlichen 
Leber festgestellt wurden, die zu den auf 8. 205 benutzten An- 
siitzen —- dort in 1°%/,iger Suspension — verwendet wurde, 
zeigen den starken EinfluB von in konz. Leberextrakten vor- 
handenen, auch bei 70° nicht koagulierenden Fermentbegleitstoften 
auf die Reaktionsweise der Sulfhydrylverbindungen. 

Die Beobachtungen sprechen dafiir, dafs —sofern Aktivierungs- 
effekte aufgefunden werden — die Wirkung der Sulfhydrylkérper 
in der Reaktion mit dritten, die Arginase begleitenden und hem- 
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menden Substanzen besteht. Wir glauben nicht, daB eine Ab- 
siittigung von Kupferion oder einfacher Kupferverbindungen die 
Effekte erkliren kann. Der Kupfergehalt der menschlichen Leber 
wurde in bei uns ausgefiihrten Analysen gréBenordnungsmiibig 
m 900 ¥ pro 100g Frischleber gefunden. Eine einfache Be- 
rechnung ergibt, daB die zur Vollaktivierung eines konzentrierten 
bei 70° behandelten Leberextraktes notwendige Menge Cystein 
die fiir die Bindung des Kupfers erforderliche Menge um das 
Mehrhundertfache iibertrifft. 

Wir geben noch kurz Versuche zur weiteren Charakterisierung 
der Aktivierungseffekte wieder. | 

Wird der bei 70° behandelte Leberextrakt einer lingeren 
Dialyse gegen flieBendes destilliertes Wasser bei einer T'emperatur 
von etwa + 3° unterworfen und nach der Dialyse das Verhalten 
des Saftes gegen Cystein gepriift, so ergibt sich in Ubereinstimmung 
mit den Versuchen an verdiinnten Suspensionen die hemmende 
Wirkung der SH-Verbindung. Der Hemmungseffekt ist jedoch 
kleiner als bei der Benutzung der frischen Lebersuspension. Wird 
zu dem dialysierten Arginasepriiparat der geschilderten Herkunft 
nunmehr ein Kochsaft oder ein durch p,,-Verschiebung ins saure 
Gebiet hergestellter Inaktivsaft des konzentrierten Extraktes hin- 
zugefiigt, so tritt eme Hemmung auf, die durch Cysteinzusatz ge- 
mindert werden kann. Hieraus ist zu vermuten, daB eine Aktivie- 
rung der Arginase durch Reaktion von dialysablen durch Erwiirmen 
auf 100° nicht zerstérbaren Stoffen mit Glutathion oder Cystein 
zustande kommt (vgl. auch weiter unten) bzw. dab die SH-Ver- 
bindungen solche Stoffe zu ,entgiften“ vermégen. Die Tatsache, 
da8 normale Leberarginase in 1°/,iger Aufschliimmung Hemmung 
durch SH-Verbindungen erfihrt, wird von uns dahin gedeutet, 
daB die Konzentration der Begleitstoffe in der verdiinnten Auf- 
schlimmung nicht hinreicht, um den hemmenden EinfluB der SH- 
Verbindung unwirksam zu machen. Der Begleitstoff scheint da- 
gegen in der 1°/,igen Suspension des Tumors bzw. der Leber 
des Tumortieres in solcher Konzentration ausgebildet zu sein, 
daB hier wohl das verdiinnte Glutathion und besonders Cystein 
eine Paralysierung bedingt, die konzentrierteren SH-Stoffe dagegen 
als iiberschiissig noch Hemmungsefiekte ergeben kénnen. 

Wie schon erwiihnt, wird ebenso wie die Arginase der Leber 
von Tumortieren auch die Arginase des Tumors selbst (in 1°/, iger 
Suspension) durch Glutathion und Cystein aktiviert. Allerdings 
sind die Aktivierungseffekte nur von geringem Ausmab. Man 
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kann aber bei Benutzung konzentrierterer T'umorextrakte, besonders 
bei Benutzung von Extrakten, die durch Zugabe von in unten be- 
schriebener Weise hergestellten Muskel- und Tumorkochsiften vor- 
hehandelt sind, bedeutend stiirkere Aktivierungseflekte hervorrufen, 
Dies spricht einheitlich fiir die Ansicht, daB die Sulfhydrylkérper 
dadurch Aktivierungseffekte bewirken, dab sie mit Fermentbegleit- 
stoffen in Reaktion treten. Die Feststellung des verschie- 
denen Verhaltens von verdiinnten Arginaselésungen 
gegeniiber konzentrierten Priiparaten liBt erkennen, da 
die Beobachtungen von Salaskin und Solowjew und von 
Kk. Waldschmidt-Leitz sowie von uns und von Edlbacher 
und Mitarbeitern nun unter einen gemeinsamen Gesichts- 
punkt gestellt werden kénnen. | 


Experimentelles. 


1. Die Arginasebefunde an konz. Leberextrakten. 


1. Versuch mit Leber vom Tumortier. 
2. " " - »  Normaltier. 


Die Leber wird in der Tumormiihle 





‘ , > ) 
b) - 6 Leber 3 * g Wasser gemahlen und mit Stickstoff iiber- 
m i 6 a? GS» gossen. Nach dem Auftauen '/, Stde. 
d) 0 7“ ” 4. 9.95 & ” mit Wasser extrahiert, scharf zentri- 
e038 2 497 ; 6d fugiert. Spaltung 1 Stde. im Thermo- 
f) roll ’ 4997 ¢ = staten bei 40°. Durch Zugabe von 10cem 
i a ils ” ’ Puffer-Arginingemisch vgl. Tab.6 u. 7. 





Tabelle 6. I. Tumorleber. 











1 Stunde 
Nr. Ansatz ae 
Arginin mg Spaltung °, 
a 0,25; | 1 
i. 0,120 53 
0,084 | 67 
d wie oben angegeben . 0,068 | 73,3 
i. Spur | 100 
f 0,134 | 47,5 








Nullwert: 0,256 mg Arginin pro Kubikzentimeter 


2 Der EintluB des Erhitzens von konzentrierten 
Leberextrakten auf 70° auf die Aktivitit der Arginase. 


30 g menschliche Leber (aufbewahrt bei —20°) werden fein gemahlen 
und darauf mit 50 cem Wasser '/, Stunde leicht geschiittelt. Man zentri- 
fugiert vom Ungelésten ab und benutzt zur Spaltung von Arginin 1. das 
klare unbehandelte Zentrifugat, 2. die nach dem halbstiindigen Erhitzen 
des unbehandelten Zentrifugates auf 70° anfallende, vom Niederschlag ge- 
trennte Restlésung (70°-Saft), vgl. Tab. 8. 
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Tabelle 7. 


II. Gesunde Leber. 























, 1 Stunde 
Nr. Ansatz 
Arginin mg Spaltung "le 

a 0,11 (2 32,5 

b 0,100 60,8 

c e ih atectillinn 0,097 62,0 

d wie oben angegeben 01073 15 

e Spur 100 

f 0, 140 45,2 





Nullwert: 0,° 256 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Tabelle 8. 





1. Nicht erhitzter - Leberextrakt | 2. 70°-Saft 


Ansiitze 1 ecm Leber, 4 ecm Wasser, 10 cem Puffer-Arginin 























bp » 2 = eS +9 Nac h 5 Min. | Nach 30 Min. 
po = ~ 2 * £ &D ¢ = . a » 
2.8 7 3 g “ S os S = =| = 

= Ss = = & as » om bm ~ — 
= = Kae ees S > = ~ > Bs a &D 5S 2 = tO A or Og 
4 oO AS “a Ar "Z os &® op S ae Sos —=° 
a 5 = S 2, "ota | = a 2, 

< alo L oO ‘7 << 0 Tf. - wo 
0,250 | 0,220 | 12 | 0,065 | 70,5 | 0,250 | 0,182 27 Spuren 100 


Benutzung von Verdiinnungsstufen. 

30 g Leber, fein gemahlen, iibergossen mit fliissigem Stickstoff; An- 
riihren mit 50 cem Wasser; '/, Stunde stehen; dann zentrifugieren; Extrakt 
auf 100 eem auffiillen. 

Tabelle 9. 








4 
cs 


jeamnapiatnemameans tempeee ll 























Frischleber 70° Leber 
‘la Stunde 1/, Stunde 
Ansatz Arginin Spel Ansatz Arginin Spal- 
mg j|tung° mg tung 
4cem Leberextrakt 0,200 15,5 | wie unter,,Frischleber“ 57 77,2 
1 ecm ‘s | 0,071 70,0 | 30 g Leber + 50 H,O) Spuren = 100 
1 cem 9 1:1 |Spuren 100 gemahlen, extrahiert - 100 
(1 cem ” 1:4 ” 100 1, Stde., dann zentri- 77,0 69,2 
1 com “ coe 100 fugiert u. Saft '/, Stde. 104 58,2 
1 cem ” e276 . 100 auf 70°; wiederum § 119 52,9 
1 cem 1:80) 0,132 44 zentrifugiert und auf 193 23 
Kontrolle 5 H, O, 10 P.-A. | 0,224 5 100 cem aufgefiillt 245 2 
Nullwert: 0,237 mg Arginin pro Kubik- Nullw ert: 0,250 mg Arginin » pro Kubik- 
zentimeter zentimeter 


Die Ansiitze hatten ein Gesamtvolumen yon 15 cem:; sie enthielten 
je 10 cem Puffer-Arginingemisch. 
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Aus dem Versuch geht deutlich der sehr starke EinfluB der 


Kiweibbegleitstoffe auf die Arginaseaktivitiit hervor. Die Frisch- 


leber spaltet in konz. Ansiitzen (Nr. 1 u. 2) bedeutend schwicher 


als die 70°-Leber, die von einem groBen Teil der EiweiBbegleit- 
stoffe befreit ist. Die griéBere Aktivitiit der Frischleber in den 


verdiinnten Ansiitzen (5—7) zeigt, daB durch das Erwiirmen aut 


70° Arginase zerstért wurde, die im Frischansatz bei Ausschaltung 
der KiweiBhemmstoffe durch Verdiinnung voll zur Wirkung 
relangt. 

3. EinfluB von Cystein auf durch Erhitzen bis 70° 
vorbehandelte und nicht vorbehandelte konzentrierte 
Leberextrakte. 

a) Aktivierung der 70°-Leber durch Cystein. Versuch 1. Das 
Leberpriiparat wird in genau derselben Weise wie unter 2. hergestellt; 
der frische abzentrifugierte 70°-Saft wird aufs 10fache verdiinnt und unter 
Zugabe wechselnder Mengen Cystein (neutralisiert) zu den Spaltungen an- 
gesetzt. 

5cem Puffer-Arginin, 0,3 cem Cystein, 1,7 eem Wasser, 0,5 ecm 70°- 
Saft (Cysteinstammlésung = 2°/, neutralisiertes Cysteinchlorhydrat). Be- 
nutzung von 70°-Saft aus Normal- und Carcinomleber. 


Tabelle 10. 








a Carcinomleber 
: ; i (gesunde Teile d. Leber m. Metastasen). 
‘/, Stunden- Wert 1/, Stunden- Wert 
Cystein- i satinsteniaienam Cystein- |— i 
verdiinnung | Arginin Spaltung verdiinnung jmg Arginin) Spaltung 
mg/cem ‘ pro cem | "le 
unverdiinnt | Spuren | 100 unverdiinnt | 0,078 | 68,7 
1:8 0,067 | 73,2 1:8 0,078 | 68,7 
1:40 0,143 48 1: 40 0,086 | 65,6 
ohne Zusatz 0,128 | 49 ohne Zusatz}| 0,091 | 68,5 














Nullwerte: 0,250 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Auffiillig sind die geringen Ausschliige bei der Beniitzung von Car- 
cinomleber, deren Arginase in 1°/,iger Suspension aktivierbar ist. Die 
Befunde wurden wiederholt reproduziert. 

b) Verhalten von konzentrierten Leberextrakten ohne 70°-Vor- 
behandlung gegen Cystein und Glutathion. 8 g Normalleber (fein zer- 
rieben) + 6,4 cem Wasser + 0,6 ccm Sulfhydrylverbindung + 20 cem Puffer- 
Arginingemisch. vgl. Tab. 11. 

ce) Verhalten von konzentrierten Leberextrakten (70°-Siifte) nach 
der Dialyse in Cellophan (bei Eisktihlung) gegen Cystein. 10ccm 70°- 
Saft werden im Cellophansack unter Eiskiihlung 48 Stunden lang gegen 
flieBendes destilliertes Wasser dialysiert, vgl. Tab. 12. 

Trockengewicht vor der Dialyse: 0,0838 g pro 2 ecem, 
i nach _,, Ms 0,0208g , 2 ,, 








wm CO PS 
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Tabelle 11. 





Normalleber. 
lf hyd hind 0-Wert 1/, Stunden-Wert 
Sulfhy rylver yindung Arginin one. a 
mg/eem Arginip Spaitung 
mg/cem ing/eem "Ie 
Cystein 7 a a ee 0,250 0,143 42,5 
Glutathion 4.107'. . . 0,250 0,148 41,0 
Wet. 6 tw wh tw 0,250 0,161 35,5 








Tabelle 12. 














‘inate 1/, Stunden- Wert 

. ystein Oe 

Nr. me/eem Arginin Spaltung Ansiitze 

—— "lo 

1 6,3 .107! 0,184 | 26,3 
2 $,15.10~' 0,183 26,5 5 cem Puffer+Arginin 
3 1,577.10" 0,170 32,2 0,3 ,, Cysteinlésung 
4 0,78.107! 0,169 32,0 0,5 4, di: ilys. Saftl: 20 
5 1,56.1072 0166 | 83,5 
6 ohne Cystein 0,169 | 32,5 1,7 ,, Wasser 


Nullwert: 0,250 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Der Versuch zeigt das Verschwinden der Aktivierbarkeit 
durch die Dialyse. Ein schwacher Hemmungseflekt tritt auf. 

Der folgende Versuch wurde ausgefiihrt mit obigem dialy- 
sierten Saft unter Zusatz von Kochsaft der 70°-Leber, der eine 
starke Hemmung ausiibt (1), die durch Cysteinzugabe gemindert 
werden kann. 





Ansatzschema. 
1 2 3 4 
Kochsaft . . . 0,5 0,5 a — 
70°-Aktivsaft . . 0,5 0,5 0,5 0,5 ‘i 
Cystein eee is oe a 0,3 ak 0,3 Cystein 6,3-107! mg 
Wasser... 1,5 1,2 2,0 1,7 ee 
Puffer + pony 5,0 5,0 5,0 5,0 


Tabelle 13. 














1/, Stunden- Wert 
Ansatz rp 
Arginin mg - Spaltung °,, 
eden + . Aktiveaft a ees 0,178 29 
. Kochsaft + Aktivsaft + Cystein. . 0,067 47 
3, Aktivsaft . . re eee 0,132 | 73 
4. Aktivsaft + Cystein . 0,084 | 66 


Nullwert: 0,250 mg yon pro Kubikzentimeter. 
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Die Versuche 3 und 4 zeigen die Hemmbarkeit des dialy- 
sierten Extraktes ohne Kochsaftzugabe durch die Sulfhydryl- 
verbindung. 


Versuche zur Aktivierung von Tumorarginase mit Cystein. 
(Konzentrierte ‘Tumorextrakte.) 


a) Fermentlésung allein: 20g in der Tumormiihle fein zer- 
kleinerter Brei von 4 Flexner-Joblingsarkomen der Ratte wurden mit 50 cem 
Wasser unter Kiihlung mit Eis 2 Stunden lang digeriert, darauf wurde 
zentrifugiert (erhalten 50cem). Die klar zentrifugierte Lésung wurde ein- 
mal als solche benutzt (ID, sodann auch in Verdiinnung mit Wasser, 1: 1 
(1) und 1:4 (III). Die Ansiitze der Tab. 14 hatten folgende Zusammen- 
setzung: 

5 cem Puffer-Arginingemisch, 2,0 cem Wasser, 0,3 eem Cystein (2°/,ige 
neutralisierte Lésung von Cysteinchlorbydrat) bzw. Wasser im Leerversuch. 


Tabelle 14. 


Ohne Cystein. Mit Cystein. 





























; 17 Stunden- Wert 17 Stunden- Wert Akti- 
Ferment- ——- ——— eae CO 
lésung Arginin | Spaltung Arginin | Spaltung oe 
mg | "ls mg | "le lo 
I. obne \ — 0,106 55 0074 | 69 + 25 
diinnung 
me hes 0,133 44 0,116 51 + 15,8 
Il. 1:4 0,131 45 0,142 40 — 11,1 





Nullwert: 0,239 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Die Tabelle zeigt den hemmenden KEinfluB der Ferment- 
begleitstoffe deutlich an dem Fehlen der Proportionalitit zwischen 
Argininspaltung und Fermentkonzentration (Spalte ohne Cystein!). 
Zusatz von Cystein ,,aktiviert“ vornehmlich die konzentrierte 
Fermentlisung (Ausschaltung der hemmenden Wirkung von Be- 
cleitstoffen). Die mit Wasser verdiinnte, weniger Begleitstoffe 
fiihrende Liésung HI wird durch Cystein schon gehemmt. 

Besonders deutlich tritt ein Aktivierungseffekt des Cysteins 
dann in Erscheinung, wenn zur Fermentlésung (I, Hl, HI) Woch- 
siifte von Muskulatur oder Tumor und Cystein gegeben werden. 
Die Kochsiitte allein schwiichen (in hinreichender Konzentration, 
sonst nur der Tumorkochsaft, vgl. folgendes Kapitel) die Tumor- 


arginase. Zugabe von Cystein erzeugt so starke Aktivierung, 


daB man auBer an eine ,Entgiftung“ auch an eine Aktivierung 
durch ein Produkt aus der schon erérterten sekundiiren Verbin- 
dung von den Begleitstoffen mit Cystein denken muB. 








ley 


Extr 
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b) Zusatz von Kochsiften: 20g Muskulatur bzw. Tumor, bzw. 
Muskulatur von Tumortier werden wie oben unter ,,Fermentlésung allein* 
gemahlen, extrahiert und zentrifugiert. Die Zentrifugenlésungen werden 

2 Stunde auf 100° im siedenden Wasserbad erhitzt. Man zentrifugiert 
noch einmal vom Ausgefallenen ab und friert bei — 20° C 2—8 Stunden 
lang ein. Dadurch wird aus dem Tumorsaft eine weitere Fillung aus 
geschieden (vgl. niichstes Kapitel). Diese wird abzentrifugiert und die 
restlichen klaren Lisungen werden zu folgenden Ansiitzen benutzt: 

5cem Putfer-Arginin, 1,75 cem Kochsaft, 0,75 cem Fermentlisung, 
wie oben (III), 0,3 cem Wasser bzw. Cystein (letzteres wie oben). 


Tabelle 15. 




















Ohne Cystein. Mit Cystein. 
17 Stunden- Wert 17 Stunden- Wert aa 
Zusatg 9 Aktivierung 
meyer Arginin Spaltung |} Arginin Spaltung o/, 
ng "/o mg " 0 

n-Muskelkochsaft | 0,182 23,5 Spuren 100 > + 335 
T-Muskelkochsaft | 0,175 26,5 0,094 | 61 + 132 
T-Kochsatt. . .] 0,173 27 Spuren | 100 > + 270 
ohne Zusatz . .]| 0,132 45 0,142 40 — 11 


Nullwert: 0,239 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Folgender Versuch zeigt, daB auch die sehr geringe Akti- 
vitit des normalen Muskels an Arginase bei Benutzung kon- 
zentrierter Fermentlésung aus Muskelbrei (sinngemif hergestellt 
wie oben die Tumorarginase) durch Cystein gesteigert werden kann. 


Tabelle 16. 


Ohne Cystein. Mit Cystein. 

















0-Wert |19Stunden-Wert]} 0-Wert i9 Stunden-Wert | Akti- 
Fermentlésung |Arginin Arginin|Spaltung Arginin Arginin | Spaltung | V!eT™6 
mg mg | % mg mg | a uP 

Kxtrakt aus Mus- 
kulatur, 20g Nor- , i ‘ - . 
inalmuskel + 50g 0,250 | 0,242 4,5 0,250 0,174 29 +- 545 
H,O extrahiert, | 
zentrifugiert 




















Diskussion der Versuche. Die Ergebnisse haben gezeigt, dab 
die behandelten Sulfhydrylkérper zwar an sich Hemmungskérper 
der Arginase sind, da8 sie aber dariiber hinaus — wie im Cystein 
senauer untersucht wurde —, noch niiher zu klirende Reaktionen 
mit Begleitstoffen der Arginase eingehen kiénnen. Dadurch werden 
diese Stoffe in Verbindung mit Cystein entweder zu Ferment- 
aktivatoren, oder aber sie werden so weitgehend ,,entgiftet“, dab 
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die Wirkung des Fermentes stiirker in Erscheinung tritt als 
ohne die Kombination ,,Begleitstofi—Cystein“. — Es ist zu dis- 
kutieren, ob nicht die von Fujiwara beobachtete Verminderung 
der Arginaseaktivitét in der Leber und Niere von tumortragen- 
den Tieren darauf zuriickgefiihrt werden muf, daB die durch 
Cystein ,,beeinfluBbaren* Fermentbegleitstofte in diesen Organen 
eine Anreicherung erfahren. Die ‘Tatsache, daB Leberarginase 
von Tumortieren schon in 1°/,igen Suspensionen in vitro durch 
Cystein ,aktiviert* werden kann, im Gegensatz zu den meisten 
Normallebern, ist gerade in diesem Zusammenhang erwiihnens- 
wert. Uberhaupt spricht alles dafiir, daB der Mechanismus der 
 Fernwirkung* nicht auf eine Anderung der Fermentkonzen- 


tration selbst. sondern auf die Wirkung von durch den Kreislauf 
.@) 


transportablen Stoffwechselprodukten zuriickzufihren ist. 

Bei der Erforschung der Fermentreaktionen des Organismus 
wird die Auftmerksamkeit noch mehr als bisher auf Zusammen- 
hiinge zwischen Enzymen und deren Begleitstoffen zu richten sein. 
Die von kK. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Ko- 
cholaty erhobene Forderung der Nachpriifung der Verhiiltnissc 
im Kalle der Arginase besteht zwar zu Recht, aber die Ergeb- 
nisse zeigen, daB die Sulfhydrylkérper als solche nicht Akti- 
vatoren der Arginase sind, wie es die genannten Autoren ver- 
muten, sondern da zweifellos kompliziertere Reaktionen aus- 
schlaggebend sind. 

Zusammenfassung. 

1. Bei der Fortsetzung unserer Arginaseuntersuchungen ergab 
sich auch fiir die Leberarginase anderer Siiugetiere und vom 
Menschen ein prinzipiell gleichsinniges Verhalten gegeniiber Sulf- 
hydrylkérpern, wie fiir Kalbsleberarginase. 

In verdiinnten Suspensionen und Extrakten wirken Cystein 
und Glutathion als Hemmungskérper. Leber- und Tumorargi- 
nase von T'umorkranken verhalten sich insofern anders, als hier 
oft Aktivierungseftekte auftreten. 

2. Durch vielfach variierte Versuche wurde gezeigt, daB die 
Aktivierungen nicht auf direkter Beeinflussung des Fermentes, 
sondern auf einer Wechselwirkung der Sulfhydrylkérper mit 
den Begleitstoffen beruhen. Nach Entfernung dieser zeigen dic 
Sulthydrylkérper die vorher erérterten Hemmungserscheinungen. 

Die Annahme der Wirkung von Kupfer oder einfachen 
Kupferverbindungen gibt keine hinreichende Erklirung fiir dic 
hbeobachteten T'atsachen. 








ie | 
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Ill. Wirkung von Koch- und Nativsaften aus Tumor, Muskulatur des 
Tumortieres und aus gesunder Muskulatur auf Arginase aus Leber 
und Tumoren bzw. auf Extrakte aus gesunder Muskulatur. 

Von 


G. Klein und W. Ziese. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. Rh. , 
Werk Oppau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. September 1932.) 


Das Auftreten von Arginase in Extrakten aus der Muskulatur 
von Tumortieren, das an anderer Stelle!) beschrieben wurde, 
steht bekanntlich im Gegensatz zu Befunden an der Muskulatur 
von gesunden Tieren, die durchschnittlich nur Spuren Arginase- 
aktivitit besitzt. Da Versuche durch Ejinspritzen von Tumor- 
Zellsuspensioner bzw. von Nativextrakten aus Tumoren in vivo 
bei gesunden Tieren eine Aktivierung der Muskelarginase zu er- 
zielen, bei Ratten positive Resultate ergaben, wurde nun versucht, 
die Existenz von Arginaseaktivatoren im Tumor auch in vitro 
nachzuweisen, unter der Annahme, daf solche Aktivatoren die 
Aktivierung einer sonst inaktiven Muskelarginase durch Ubertritt 
in den Stoffwechsel bedingen kénnten. Wir untersuchten dazu 
den EinfluB von Nativextrakten und Kochsiiften aus Tumoren 
und Muskel von tumorkranken, tumorrefraktiiren und gesunden 
Ratten auf Leberarginase und von Kochsiiften auf Arginase aus 
Tumor und gesunder Muskulatur. Es ist vorwegzunehmen, da 
es auf diese Weise nicht gelang, eindeutige Aktivierungseffekte 
aufzufinden. Es konnte vielmehr gezeigt werden, daB Kochsiitte 
von Tumorextrakten Leber- und Tumorarginase stark hemmen, 
withrend sie auf an sich inaktive Muskelextrakte von gesunden 
Tieren wirkungslos sind. Kochsifte aus Muskulatur von Tumor- 
tieren sowie aus gesunder Muskulatur und aus Refraktirtier- 
muskulatur ergaben nur dann Hemmungseffekte, wenn mit 
konzentrierten Kochextrakten gearbeitet wurde. Benutzt man 
nicht Kochsiifte, sondern Nativextrakte zu den Versuchen, so beob- 
achtet man bei sehr verdiinnten Extrakten (1:16 bis 1:80) aus 


1) Z. Krebsforschg 37, 323 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII. 15 
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Tumor und Muskulatur geringe Aktivierungseffekte gegeniiber 
Leberarginase, die bei konzentrierten Extrakten aber in starke 
Hemmungseffekte iibergehen. Fiir die schon friiher wieder- 
holt herangezogene Annahme, dab die hemmenden Stoffe 
mit Abbauprodukten aus dem Proteinstoffwechsel zu 
identifizieren sind, sprechen sehr eindeutige Hemmungs- 
effekte bei Leberarginase, insbesondere durch Zusatz 
von Pepton, weniger von Globulin, noch weniger durch 
Albumin. Dab keine hochmolekulare Substanz verantwortlich zu 
machen ist, geht daraus hervor, dai} nach einer lingeren Dialyse 
des Tumorkochsaftes auch die Hemmungswirkung im Riickstand 
verloren geht, wiihrend sie im Dialysat wieder erscheint. 

Es ist vorliufig die Annahme médglich, daB die Bildung 
aktivierender Stoffe an den Stoffwechsel der lebenden Zelle 
gebunden ist und diese Aktivatoren dauernd in kleinen Mengen 
produziert werden. Die anfiinglichen Aktivierungen bei verdiinnten 
Nativsiften wiirden dafiir sprechen. Das Ausbleiben der Akti- 
vierung in Kochsiiften kénnte auf eine Thermolabuilitiit dieser Stoffe, 
im Gegensatz zu den Hemmungskoérpern, hinweisen. 


Experimentelles, 


Versuch 1: Das Material (Flexner-Jobling-Sarkom und zugehérige 
Muskulatur, sowie Normal- und Refraktiirmuskulatur) wird in der Tumor- 
miihle fein zerkleinert und mit fliissigem Stickstoff zwecks Aufsprengung 
aller Zellen feinst verrieben. Je 5 g des Gereibsels werden im 25 ccm MeB- 
kélbchen mit 25°/,igem Glycerin 2 Stunden unter Kiskiihlung und gelindem 
Schiitteln extrahiert. Darauf wird scharf zentrifugiert und '/, Stunde im 
siedenden Wasserbad erhitzt. Schon hierbei zeigt sich ein verschiedenes 
Verhalten yon Tumor und Muskulatur. Der Muskelextrakt 1iBt EiweiB in 
Gestalt koagulierter Flocken ausfallen, wiihrend der Niederschlag des Tumor- 
saftes ein stark gequollenes Gel ist. 


In Tab. 1 ist auszugsweise ein entsprechender Versuch wieder- 
gegeben. Die Versuchsansiitze bestanden aus: 
10 eem Glykokoll-Natronlauge-Puffer, p;; 9,2, enthaltend 5 mg Arginin- 
carbonat, 
0,3 cem Ochsenleberarginase, 
5 cem der angewandten Kochsifte (dialysiert und nicht dialysiert). 


Bei der Dialyse wurde als Membran Cellophan benutzt. Man dialysierte 
unter Eiskiihlung gegen flieBendes Wasser; wiihrend der Dialyse wurde der 
nicht zu dialysierende Kochsaft neben dem betreffenden Dialysiersiickchen, 
welches den Parallelversuch enthielt, aufbewahrt. Die Volumenzunahme 
bei der Dialyse wurde dadurch mit dem Parallelversuch in Einklang ge- 
bracht, da8 alle Sifte schlieBlich auf 25 ccm aufgefiillt wurden. 








Q) 
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Tabelle 1. 


Dialysierte und nicht dialysierte Kochsifte in ihrer Wirkung 
auf die Aktivitit der Leberarginase. 




















Zugesetzte Liésung ee ae — 

ue | 4p | 8), | 11/, | 2 

Normalmuskulatur nicht dialysiert ae 21,0 | 26,0 | 40,5 | 43,0 
dgl. dialysiert 13,0 | 23,5 | 27,0 | 38,4 | 44,25 
Refraktirmuskulatur nicht dialysiert | 11,0 | 23,0 | 25,8 | 89,2 | 45,0 
dgl. dialysiert 11,7 | 19,7 | 24,0 | 41,5 | 43,5 
Tumortiermuskulatur nicht dialysiert | 10,0 | 22,7 | 25,5 | 87,5 | 40,5 
dgl. dialysiert 12,0 | 23,7 | 25,5 | 38,5 | 42,2 
Tumor nicht dialysiert 0,3 | 6,25; 9,5 | 18,2 | 23,5 

dgl. dialysiert 12,75 | 24,0 | 27,0 | 36,8 | 42,2 
Wasser statt Kochsaft 12,5 | 227 | 28,0) 38,7 | 47,2 





Versuch 2: (Unter Beriicksichtigung der Trockengewichte der Kochsiifte.) 
Ratten vom 12. 4. 32. WalnuBgroBe, sauber priiparierte Tumoren. 


Trockengewichte: Muskel ..... 25,3 /, 
co eee 17,5°/,. 


Von dem in der Tumormiihle zerkleinerten Material werden je 15 g 
mit 60 ccm Wasser aufgeschlimmt und unter 6fterem Schiitteln bei 3° (in 
Eiswasser) extrahiert. Das Ganze wird zentrifugiert. 

Man erhilt 57 cem Tumorlésung mit 1,229 g Trockensubstanz 
57 ccm Muskellésung mit 0,880 g Trockensubstanz. 
Man 148t 30 Minuten in siedendem Wasserbad stehen und zentrifugiert vom 
Ausgefallenen ab. 

Zur Spaltung werden Tumor- und Muskelkochsaft in solchen Mengen 
benutzt, daB gleiche Mengen Trockensubstanz der Kochsiifte in die Ansiitze 
gelangen: 

10 cem Puffer + Arginin 10 cem Puffer+Arginin 10 ccm Puffer + Arginin 
5 cem Muskelkochsaft 8,45cecm Tumorkochsaft 5 ccm H,O 
0,3cem Leberextrakt 1,55ecem H,O 0,3cem Leber 
0,3 cem Leberextrakt 


Tabelle 2. 


Zusatz von Tumor- und Muskelkochsaft zu Rattenleberarginase (Zufuhr 
gleicher Mengen Trockensubstanz von 'Tumor- und Muskelkochsaft). 





O-Wert } '/, Stunden- Wert 2 Stunden- Wert 


Arginin 


7 
| 











Arginin | Spaltung] Arginin | Spaltung 
in mg/cemfin mg/cem| in °/, jin mg/cem| in °/, 
Kontrolle (H,O) .... | 0,233 0,108 | 53,5 0,071 69,5 
Muskelkochsaft ... . 0,236 0,140 | 40,5 0,068 | 11,1 
lumorkochsaft.... . 0,237 0,167 29,5 0,108 | 54,5 


15* 
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Auch hier tritt die besondere hemmende Wirkung an Tumor- Koch- 


siften hervor. 


Versuch 3: (Mit konzentrierteren Extrakten.) 


8 Flexner-Jobling-Sarkome, Tumoren walnuBgro8, sauber pripariert. 


35 g Tumorbrei angeriihrt mit 76 g H,O. 1 Stunde extrahieren, dann zentri- 
fugieren. 20 Minuten im siedenden Wasserbad halten. Graues inhomo- 
genes Sol, das sich beim nachfolgenden Zentrifugieren in ein Gel (Boden- 
kérper) und eine iiberstehende klare Lisung trennt. Trockengewicht der 
Lésung: 

Tumorkochsaft. .... . lecem= 0,0110 g, 

zugehériger Muskelkochsaft 1 ccm = 0,0167 g. 
Letzterer wird bis zum Erreichen gleichen Trockengewichtes mit dem 
Tumorsaft verdiinnt. 


Ansiitze: 5 ccm Puffer + Arginin, 
2 ecem Tumor- bzw. Muskelkochsaft bzw. Wasser, 
0,5 ecm Lebersuspension der Tumortiere (Mullfiltrat) bzw. Normal- 
lebersuspension. 


Tabelle 3. 


a) ohne Dialyse. 














O-Wert | 4/, Stunden-Wert 1 Stunden- Wert 
Arginin Arginin Spaltung] Arginin | Spaltung 
in mg/cemjin mg-cem */, in mg-cem */. 
Tumorkochsaft.... . 0,250 0,216 13,7 0,182 | 27,5 
Muskelkochsaft ....]| 0,250 0,186 25,7 0,116 | 53,5 
eT eee 0,250 0,133 45 0,085 | 66,0 











b) Tumorkochsaft dialysiert (es wurde Normalleberarginase benutzt). 











O-Wert 1 Stunden- Wert 
Arginin Arginin Spaltung 
in mg/eem | in mg/cem | "lo 
Kochsaft nicht dialysiert ..... 0,246 0,225 | 8,7 
Kochsaft dialysiert......... 0,246 0,187 | 24 
Kontrolle (H,O)........... 0,246 0,175 | 29 


Weitere Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB die 
beim Einstellen der frischen Siifte (*/, Stunde) in Wasser vor 
100° ausfallenden Stoffe nicht nur abzentrifugiert, sondern aucli 
die klaren Restlésungen nochmals einem <Ausfrieren bei —20°( 
unterworfen wurden. Hierbei konnte aus den Tumorkochsiifter 
meist ein nach dem Wiederauftauen unlislicher Niederschlag ab- 
geschieden werden. Die dann zuriickbleibende klare Liésung de> 
Tumorkochsaftes zeigte vielfach einen geringeren Gehalt an Trocken- 
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substanz als die entsprechende Lisung des Muskelkochsaftes. 
Auch die durch Ausfrieren weiter gereinigte Lésung des Tumors 
zeigte in der Regel einen stirkeren Hemmungsefiekt gegeniiber 
Leberarginase als der entsprechende Kochsaft der Muskulatur, 


Tabelle 4. 


5 Tumoren (Flexner-Jobling-Sarkome) behandelt wie vorige; 10 g mit 25 ecm 
Wasser '/, Stunde bei 0° digerieren, zentrifugieren; Zentrifugate 15 Mi- 
nuten in kochendem Wasser; zentrifugieren; 24 Stunden bei — 20° einfrieren; 
wieder zentrifugieren. 
Trockengewichte der Kochsifte nach dem Einfrieren: 
0 ee 0,0150 g pro 2 cem Lésung 
Muskulatur ... . 0,0143 g pro 2 ccm Lésung. 


Ein Teil der Lésungen wird im Cellophansack 18 Stunden dialysiert. 
Trockengewichte nach der Dialyse: 








eae 0,0050 g pro 2 ccm 

Muskulatur ..... 0,0046 g pro 2 ccm. 
Ansiitze: 5 com Puffer-Arginin; 2 ccm Kochsaft; 2 cem Lebersuspension. 
2 Stunden- Wert 
meinen Arginin Spaltung 

in mg/ecm  F 
a ee 0,150 40 
Tumor dialysiert ..... 0,114 | 55 
ee ee 0,137 45 
Muskel dialysiert..... 0,114 55 
@mme Tune... . «ss. 0,113 55 





Nullwert: 0,250 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Es hat den Anschein, als ob der Hauptteil des fiir den 
Tumor charakteristischen Hemmungskoérpers beim Eintrieren bei 
—20° mit dem irreversiblen Niederschlag aus der Lésung ver- 
schwindet. Es wurde eine gréfere Menge des irreversiblen Geles 
hergestellt: 

400 g Flexner-Jobling-Sarkome wurden nach Entfernung von Nekrosen 
durch die Fleischhackmaschine gedreht und der Brei mit 100 cem Wasser 
‘, Stunde unter Kiihlung mit Eis extrahiert. Nach dem Zentrifugieren 
wurden 1000 ccm erhalten. Diese werden '/, Stunde auf 100° erhitzt. Man 
zentrifugiert wieder. 

Trockengewicht der Lésung 5 ccm = 0,0693 g. 
| Es wird nun 1 Tag bei —20° stehen gelassen; aufgetaut und zentri- 
tugiert. Die Lésung ist noch triibe und wird wiederum 48 Stunden ein- 
gefroren und wieder zentrifugiert. Die nach 24 und 72 Stunden erhaltenen 
Riickstande (I) und (II) betrugen 1,0 bzw. 4,5 g. 
Gesamtstickstoff: 13,24°/, (13,46 °/,) 
Argininstickstoff: 1,37°/,; unldslich in H,O und 10°/,iger Kochsalzlésung. 
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Tumorkochsaft und Pr:‘yarate aus Normalmuskulatur. Die durch- 
schnittlich sehr geringe Arginaseaktivitit der Muskulatur von 
Normaltieren wird durch Zusatz von Tumorkochsaft zu den 
Spaltungsansitzen weiterhin verringert. Gleichzeitige Zugabe von 
Cystein und Tumorkochsaft bewirkt bei sehr wenig aktiven Pri- 
paraten ebenfalls keine Anderung der Befunde. In Tab. 5 ist 
dagegen ein Versuch wiedergegeben, bei welchem Rattenmuskulatur 
eines Tieres ohne sonstige Befunde zur Anwendung kam, die 
Arginin relativ stark spaltete. Hier zeigt sich bei Zugabe von 
Tumorkochsaft Hemmung, bei Zugabe von Kochsaft-Cysteingemiscl: 
dann Aktivierung der Spaltung, wenn konzentrierte Extrakte aus 
der Musknlatur zur Anwendung kommen. Die verdiinnten Ex- 
trakte werden dagegen gehemmt, was nach den Ausfiihrungen der 
zweiten Mitteilung zu erwarten ist. 

20 g Normalrattenmuskulatur, gemahlen, mit fliissigem Stickstoff be- 
handelt, dann mit 30 ccm H,O 2 Stunden bei 0° digeriert, zentrifugiert. 


Der konzentrierte Saft wird als solcher und in Verdiinnungsstufen angewandt, 
1:1, 1:4, 1:8. 


Versuche 1— 4: 5 Puffer+ Arginin; 1 cem ae Lboun 1,0 


5— 8:5 _,, - ; 1 eem ” 
1,0 ccm Tumorkochsaft; 0,5 cem H,O 
- 9—12:5 ,, . ; 1ceem Muskelextrakt; 


1,0 cem Tumorkochsaft; 0,3 cem Cystein; 0,2 cem H,O. 


Tabelle 5. 
































O- Wert 18 Stunden- Wert 
Nr.| Muskelsaft Arginin Arginin | Spaltung Zusatz 
in mg/ecem |} in mg/eem "Ie 
1 1:0 0,261 0,256 2 
2 Bes 0,261 0,208 20 
3 1:4 0,261 0,206 21 ohne Zusatz 
4 1:8 0,250 0,200 20 
5 1:0 0,260 0,249 4 
6 1:1 0,260 0,214 | 17 mit Tumorkoch- 
7 1:4 0,260 0,223 14 saft 
8 1:8 0,250 0,221 11 
9 1:0 0,261 0,105 60 
10 A: 0,261 0,182 30 mit Tumorkoch- 
11 1:4 0,261 0,203 22 saft + Cystein 
12 1:8 0,250 0,220 12 


Wirkung von Tumorextrakt und Tumorautolysat auf Leber- 
arginase. Je 10 ¢ Tumor werden gemahlen, mit Stickstoff versetzt, 
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ch- wieder aufgetaut und mit 25 cem Wasser '/, Stunde bei Zimmertemperatur 
On digeriert. 
len Saft A wird sofort zentrifugiert und der Extrakt in — 6° aufbewahrt, 
‘On » B- ,, 16 Stunden unter Toluol bei 40° autolysiert und dann 
ri zentrifugiert. 
ist Trockengewicht der Extrakte A 0,0526 g pro 3 ccm, 
ar | ‘ * B 0,0468 g pro 3 cem. 
Lie Zur Herstellung gleichen Trockengewichtes wird Liésung A verdiinnt 
on (3 eem auf 3,4 ccm). 
- Arginase: 1°/, iger wiBriger Kalbsleberauszug. 
i" Ansitze: 10 Puffer-Arginin; 1,5 cem des autolysierten und nicht autoly- 
Be sierten Tumorextraktes, 
X- 
wa 2,5 cem H,O; 1 cem Leberarginase. 
Tabelle 6. 
ye ——___—____--- -— SEE —____——_ 
rt. Nicht autolysierter Extrakt Autolysierter Extrakt 
it, SS ieee aes —s a 
Verdtunung |___/» Sunden-Wert /, Sanden- Wert 
Arginin Spaltung Arginin | Spaltung 
0 mg/cem | "ly mg/cem */ 
0 1:0 0,165 34,0 0,189 | 23,5 
1:1 ian in 0,185 | 260 
1:4 0,161 35,5 1,182 27,0 
1:8 1,160 36,0 0,170 32,0 
1:16 0,150 40,0 0,162 | 35,0 
1:80 0,130 48,0 0,131 | 47,0 
— ohne Zusatz 0,142 43,5 0,142 43,0 
Leber 0,235 5,0 0,246 | 2,0 











Nullwerte: 0,250 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Wirkung von Muskelextrakt und Muskelautolysat auf Leber. 
arginase (alle Organe von Ratten). Je 10g fein gemahlene Ratten- 
muskulatur werden mit 25 ccm Wasser '/, Stunde digeriert und darauf 
zentrifugiert. Von den klaren Extrakten stellt man einen (A) in —6° Der 
zweite wird im Thermostaten bei 40° 16 Stunden hydrolysiert. Hierbei flockt 
etwas Eiwei8 aus. Man zentrifugiert und bestimmt bei A und B in Proben 
von 8 cem das Trockengewicht. 


A (nicht autolysiert) 3 cem = 0,0594 g 
Bb (autolysiert) 3 cem = 0,0459 g. 
A wird verdiinnt (3 -—> 3,9 ccm); B bleibt unveriindert. 


Ansatz: 10 g Puffer-Arginin; 1,5 Zusatzlésung; 2,5 H,O (1 Enzym). 

Arginase: 1°/,ige Suspension der eigenen Leber. 1g Frischleber in 
100 cem H,O suspendiert. Absetzenlassen der groben Teilchen und Be- 
nutzung der feinen Suspension. 
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Tabelle 7. 











Nicht autolysierter Extrakt Autolysierter Extrakt 
a, i 1] @ “Wert 
Verdiinnung he Stunden Wert | 7h Stunden Wert | - 
Arginin Spaltung Arginia Spaltung 
mg/cem ". mg/ecm | dP 
1:0 0,226 | 10,0 0.235 | 60 
1:2 0,235 | 6,0 0,223 10,5 
1:4 0,237 5,0 0,212 16,0 
1:8 0,240 | 4,0 0,182 27,0 
1:16 0178 28,0 0,184 26,0 
1:80 0,180 28,0 0,170 32,0 
ohne Zusatz 0,196 | 21,0 1,192 23,0 











Nullwerte: 0,250 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 


Umrechnung der Tabelle ergibt, dab noch 1,9-10—! mg Trocken- 
substanz des nicht autolysierten Muskels pro Kubikzentimeter An- 
satz die Arginase fast vollstiindig hemmt. 

Wihrend beim Tumor das Autolysat eine stiirkere Hemmung 
hewirkt wie der nicht autolysierte Extrakt, liegen beim Muskel 
die Verhiltnisse umgekehrt. Die Parallele zu dem gleichsinnigen 
Effekt bei Benutzung von Tumor- und Muskel-Kochsaft zeigt 
wieder das besondere Verhalten des Tumors im Vergleich zur 
Muskulatur. 

Wirkung von Muskelextrakt und Extraktautolysat von Refraktar- 
ratten auf die eigene Leberarginase. 2 Refraktiirtiere ergaben etwa 
30 g Muskulatur. Mahlen durch die Tumormiihle. Je 10 g des Breies iiber- 
gieBen mit Stickstoff und nach dem Auftauen digerieren mit 25 eem H,0O. 
'/, Stunde stehen lassen, dann zentrifugieren. Zentrifugat A in —6° Kialte- 
raum; Zentrifugat B 18 Stunden bei 49° autolysieren. Nach nochmaligem 
Zentrifugieren Bestimmung der 'Trockengewichte. 


Tabelle 8. 














Nicht autolysierter Extrakt Autolysierter Extrakt 
- '/, Stunden- Wert /, Stunden- Wert 
Verdiinnung icotstedieaaiadsaihbeanianpaiinesicianemeiiis scincieibnedeiealeacAnahisn ip aescienicn teiitee 
Arginin Spaltung Arginin | Spaltung 
mg /eem ls mg/cem "lo 
1:0 0,250 0,234 | 6,5 
1:1 0,234 7,0 0,228 | 9,0 
iva 0,238 4,5 0,202 | 19,0 
1:8 0,238 4,5 0,196 | 22,0 
1:16 0,182 27,0 0,202 | 20,0 
1:80 0,193 22,5 0,202 20,0 
ohne Zusatz 0,218 12,5 0,218 12,5 





Nullwerte: 0,250 mg Arginin pro Kubikzentimeter. 
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Befund A (nicht autolysiert) 3 cem = 0,0629 g 
" B (autolysiert) 3 cem = 0,0485 g. 


A wird verdiinnt von 10 auf 12,8 ccm. B bleibt unverdiinnt. Arginase 
1°/, Suspension (nach Absetzen der groben Teile) der eigenen Leber. 


Ansitze: 10cem Puffer+Arginin; 1,5 cem Zusatz-Lisung 
2,5 eem H,O 1 ecem Enzym. 


Einwirkung von Pepton, Albumin und Globulin auf Leberarginase. 

Arginase: 1°/,ige Suspension von Kalbsleber in Wasser. Die Leber 
wurde gemahlen, 1 Stunde bei 3° mit H,O digeriert und filtriert. 

Pepton: Es wurde ein durch Abbau von reinster Gelatine mit Papain 
gewonnenes Priparat in verschiedenen Verdiinnungsstufen benutzt. Aus- 
gangslésung 5°/,, davon Zusatz steigender Mengen zum Spaltungsansatz. 

Albumin: aus Pferdeserum; 5°/,ige wibrige Lisung. 

Globulin: aus Pferdeserum, 1°/,ige Lésung in 10°/,iger NaCl-Lésung. 

Die Ansitze bestanden aus 
10 ccm Puffer + Arginin, 1,5 cem Lebersuspension, Wasser bzw. Albumin 
usw., Gesamtvolumen 15 cem. 
Albumin und Pepton 0,2 0,4 0,6 0,8 1 cem 
Me # * 6 oe ee we SE 4,6 4,4 4,2 4 ccm. 


Bei Benutzung des Globulins: Globulin 1 2 8 4 £5cem 
HO..4 8 3 1 Occm. 


Tabelle 9. 





In cem 


AuUsatz 


| 
































Pepton Albumin Globulin 
O-Wert | '/, Std.-Wert} . = | O- Wert | "/, Std.-Wert} . =| O-Wert 1 1/) Std.-Wert 
selese|@ [2°] ee | sel [8°] se | eel 
a3 |83/ g.c[Ss/ 88 | 48) 2 [ss] 88 | 88 \z 
Poss | Ben |S PO'en «=| poe | ao i ap wen | Ss 
“eiaeg| & “fides | & “68 | <8 | & 
—) id 2) | | QM - 
eens rene — — ——— = = 
0,250 }0,188| 25 | 0,2] 0,250 | 0,172 31,5] 1,0 | 0,260 , 0,170; 34,5 
0,250 |0,229) 82] 0,4] 0,250 0,179 28,5 | 2,0} 0,260 0,188 | 28,0 
0,250 |0,248/ 4,0] 0,6] 0,250 | 0,197 21,5] 3,0] 0,260 | 0,235) 9,0 
0,250 10,250 4,0] 0,8] 0,250 | 0,195 22 | 4,0] 0,260 0,235 9,0 
0,250 10,256! 1,51 1,0] 0,250 | 0,193 23 | 5,0] 0,260 0,260; — 
0,250 | 0,186 45,5 0,250 | 0,186 45,5 0,260 0,186) 45,5 
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11. Mitteilung itiber Insulin?) 


Von 
Karl Freudenberg und Hermann Eyer. 
Mit 1 Figur im Text. 


Ausgefiihrt mit Hilfe der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
und der I. G. Farbenindustrie, Werk Héchst. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1932.) 


Seite 
1. Aromatische Aldehyde. Benzopersiiure ........ . . 227 
2. Weitere Oxydationserscheinungen .......... . . 282 
8. Insulin und Schwefelverbindungen . ......... . . 288 
4. Einwirkung von Ketogruppen. .......... . . . 285 
5. Insulin und Formaldehyd .........2.2.2. 2... 286 
6. Acetylierung des Insulins . . .......2.2.2. 2... 240 
%. Bestrahlung des Insulins. . ....2.2.2.2.2.2.2.24.24.. 8348 
ee eee ee ee eee ee ee ee ee 


In der 8. Abhandlung?) dieser Reihe sind eine Anzahl Fragen 
aufgeworfen worden, deren Beantwortung hier versucht wird. 
Dabei ist als wichtigster Befund die auberordentlich scharfe Reak- 
tion zwischen Benzopersiiure und Insulin zutage getreten*), eine 
Reaktion, an der eine bestimmte, fiir die Insulinwirkung mab- 
gebende Gruppe des Riesenmolekiils beteiligt ist. Von definierten 
Reaktionen, die unmittelbar dieser ,,wirksamen Gruppe“ zu- 
zuschreiben sind, war bisher nur die Abspaltung von Ammoniak 
(0,16°/,) bei der Kinwirkung von Alkali bekannt*), aus der ein 
Molekulargewicht von 10000 berechnet wird. Spiitere Beob- 
achtungen fiihrten zu der Vermutung, dai diese Zahl verdoppelt 
werden mu. (8. Mitteilung, a. a. O.). Die Reaktion mit Benzo- 


') Mitteilung 10: Diese Z. 202, 192 (1931); Mitteilung 10a: 204, 233 
(1932). Die Bestimmungen des Blutzuckers verdanken wir Frl. K. Hampel, 
Frl. E. Reeps und Fri. E. Bié. 

2) Diese Z. 202, 128 (1932). 5) Naturw. 20, 658 (1932). 

*) 5. Mitteilung, Diese Z. 187, 89 (1930). 
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et des 


persiure weist auf ein Molekulargewicht der gleichen GréBen- 
ordnung hin. Die theoretische Auswertung des Reaktionsverlaufes 
hat Herr Werner Kuhn in freundlicher Weise durchgefiihrt. 
Andere Versuche (mit Cystein und anderen Thiolen) hat Herr 
O. Wintersteiner (New York) mit uns ausgefiihrt. Auch diese 
Beobachtungen, die von ihm an anderer Stelle ausfiihrlicher mit- 
geteilt werden, lassen auf ein Molekulargewicht von ihnlicher 
(sréBe schlieBen.?) 

Die Blutzuckerbestimmungen wurden jeweils mit 24 Kaninchen aus- 


gefiihrt. Bei wéchentlicher Beanspruchung ist die Sterblichkeit der Tiere 
ganz normal: einzelne haben § und gar 6 Jahre gedient. 


1. Aromatische Aldehyde. Benzopersaure. 


H. Jensen und A. de Lawder’) haben die Einwirkung des 
Benzaldehyds auf Insulin untersucht und festgestellt, daB Insulin 
in 0,01 n-Alkali beim mehrstiindigen Schiitteln mit Benzaldehyd 
seine Wirksamkeit vollig einbiiBt und durch Siure oder Alkali 
nicht mehr reaktivierbar ist. Die erhaltenen Produkte waren un- 
léslich in Sauren, aber léslich in Alkalien. Jensen und de Lawder 
vermuten eine Verbindung des Insulins mit Benzaldehyd. Wir 
haben spiiter®) auf Grund ausfihrlicher Versuche die Ursache 
der Inaktivierung in einer Oxydation vermutet, waren aber den 
Beweis fiir unsere Annahme noch schuldig geblieben. 

Bei Verwendung von reinstem Benzaldehyd (wiederholt im 
Vakuum unter Kohlensiiure, unter Zusatz von Paraffin und subli- 
miertem Schwefel in ein paraffiniertes Gefif destillert) ist unter 
AusschluB von Sauerstoff keine auch nur angedeutete Schidigung 
des Insulins zu beobachten; dagegen nahm im Parallelversuch 
unter Verwendung des gleichen Aldehyds und gleicher Bedingungen. 
aber in nicht paraffiniertem Gefi8B und in Luft- oder Sauerstoff- 
atmosphiire, die Wirksamkeit fast um 90°, ab. Des weiteren wurde 
die Einwirkung des Veratrumaldehyds, des Salicylaldehyds sowie 
des Vanillins auf Insulin untersucht. Diese Aldehyde, deren Be- 
streben zur Autoxydation viel geringer als das des Benzaldehyds 
oder o-Chlorbenzaldehyds ist, wirken in reinem Zustand unter 


1) Ferner haben wir Herrn W. Dirscherl zu danken, der uns mit 
seinem Rat beistand, auch nach seinem Ausscheiden aus einer Arbeits- 
gemeinschaft, die uns jahrelang verbunden hat. Sein demnichst erscheinender 
Artikel iiber Insulin im 1. Erginzungsband zu Band 1—3 von C. Oppen- 
heimers Handbuch der Biochemie wird den derzeitigen Stand der Insulin 
forsechung wiedergeben. 


*) Diese Z. 190, 269 (1930). ‘) Diese Z. 202, 144 (1931). 
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ee 


verschiedenen Bedingungen nicht inaktivierend auf Insulin. Wir 
haben uns teils aus der Literatur’), teils auf Grund eigener Modell- 
versuche iiberzeugt, daB die aufgefiihrten aromatischen Aldehyde 
unter verschiedenen Bedingungen Verbindungen mit Aminosiuren 
eingehen. Wenn im Insulin geeignete Gruppen vorhanden wiiren, 
so sollte es mit diesen Aldehyden reagieren. Das Absorptions- 
spektrogramm des Insulins, das mit reinstem Benzaldehyd be- 
handelt in 72 Stunden keine Abnahme der Wirksamkeit zeigte, 
unterschied sich nicht von demjenigen des intakten Insulins. Wir 
schlieBen aus alledem, daB die Inaktivierung des Insulins durch 
nicht besonders gereinigten Benzaldehyd auf einer Ubertragungs- 
oxydation beruht, und daB keine Benzylidenverbindungen des Insu- 
lins, die durch Siiure zerlegbar sein miiBten, nachweisbar sind. 


Tabelle 1. 

Aromatische Aldehyde und Insulin. 
Versuchsbedingungen: 20 mg Insulin (Squibb 15 I.E./mg) wurden geldst in 
2 ccm Methanol und mit 500 mg des Aldehyds bei Zimmertemperatur der 
gegenseitigen Einwirkung iiberlassen. Das Insulin wurde durch Fillung 
mit Ather und mehrmaliges Waschen mit absolutem Ather isoliert. Die 
Versuche Nr. 4 wurden unter Ausschlu8 von Sauerstoff ausgefiihrt. 








Dauer Stiirke d. Priparats 
Vers lit nach der Reaktion. 
N Reagens der Einwirkung o des 
INT. . 0 
in Stunden urspriinglichen 
1 Veratrumaldehyd 30 100 
. 75 100 
e 1 Std. in Wasser bei py; 8 100 
2 Salicylaldehyd 50 100 
3 Vanillin 30 100 
é ‘ > y 2 9 
{ Benzaldehyd ?) le os 
: + Pyridin 94 | von Sauerstoff 100 
5 Benzaldehyd 40 mit Sauerstoff 12 








Die Versuche haben zur Vermutung gefiihrt, dab eine per- 
oxydische Verbindung die Ursache fiir die Schiidigung des Insu- 
lins ist. Die langsame Schidigung des Insulins durch Wasserstoft- 
peroxyd *) ist liingst bekannt. Auch Benzoylperoxyd wirkt schidigend. 


') Diese Z. 152, 288 (1926); B. 55, 1358 (1922); B. 57, 1482 (1924); 
B. 58, I, 1034 (1925); Biochem. Z. 108, 89 (1920); J. prakt. Chem. 95, 
299 (1917). 

®) Die Versuche Nr. 4 und 5 wurden mit krystallisiertem Insulin aus- 


gefiihrt. 
8) Diese Z. 202, 146 (1931). 
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Unvergleichlich wirksamer aber ist Benzopersiiure. Wie aus der 
Tab. 2 zu ersehen ist, geniigen auferordentlich kleine Mengen der 
Siure, um Insulin unwirksam zumachen. Bei Verwendung griberer 
Mengen Benzopersiiure (Versuch 1 und 2 der Tab. 2) wird das ent- 
stehende unwirksame Produkt in Wasser und Siiure unlislich, wihrend 
es alkaliléslich bleibt. Die entsprechende Beobachtung hat Jensen 
gemacht bei der Behandlung von Insulin mit Benzaldehyd an der 
Luft. Wir haben frither festgestellt, daf die Inaktivierung durch 
o-Chlorbenzaldehyd in Gegenwart von Luftsauerstoff von einer 
Veriinderung des Absorptionsspektrums begleitet ist, indem das 
bei 2500 A liegende Minimum verflacht.') Wird jedoch das Insulin 
mit der zur Inaktivierung gerade oder nicht ganz ausreichenden 
Menge Benzopersiiure behandelt (Versuche 5ff. der Tab. 2), so wird 
das Absorptionsspektrum nicht merklich veriindert und die Lislich- 
keit in Siure und Wasser bleibt erhalten. Die Drehung des intakten 
krystallisierten Insulins [«],,, betriigt — 40°. Mit zunehmenden 
Mengen zugesetzter Benzopersiiure steigt die Linksdrehung an 
und erreicht ihren Héchstwert von — 70° ungefiihr dann, wenn 
die Wirksamkeit erloschen ist. Die vorsichtig mit Benzopersiiure 
behandelten Priiparate (Versuche 5—8 der Tab. 2) lassen sich 
durch heibe, verdiinnte Salzsiiure koagulieren wie Insulin selbst. 


Tabelle 2. 


Versuchsbedingungen: 10mg _ krystallinisches Insulin werden in 0,5 cem 
90 °/,iger Essigsiiure gelést und mit 0,20 ccm einer entsprechend verdiinnten 
Lésung von Benzopersiiure in Chloroform versetzt. Dauer der Kinwirkung 1 Std. 











, iiss “ae 
Vers.- mg Persiiure auf Wirksamkeit tiltaas Anderung der 
Nr. 100 mg Insulin Absorption 

1 1000 0,00 ae 
2 50 0,00 ?_ 
3 20 0,00 
4 10 0,00 
5 3 0,08 —65 kaum 
6 1,9 0,24 
7 1 0,42 | _ keine 
8 0,6 0,50 { Anderung 
9 0 1,00 — 40 
10 500 mg Benzoylper- 0,15 

oxyd/20 mg Insulin 

in 3 cem Methanol 

70 Stunden 














1) Diese Z. 202, 103 (1931), Fig. 5. 











230 Karl Freudenberg und Hermann Eyer, 


Wenn 100 ng krystallisiertes Insulin mit 10 mg Benzopersiure 
inaktiviert und als feste Substanz wieder gewonnen werden, 80 
lassen sich bei der Behandlung mit n/30-Alkali bei 34° in den 
ersten 5 Stunden 0,07°/, Ammoniak abspalten. Bei der weiteren 
Behandlung steigt die Ammoniakbildung (bei insgesamt 9 Stunden 
0,09°/,; 30 Stunden 0,14°/,). Wir kommen spiiter auf diese Fest- 
stellung zuriick. 

Die folgende quantitative Auswertung unseres Versuchs ver- 
danken wir Herrn Werner Kuhn, 

Pro mg intakten Insulins finden sich Nj physiologisch aktive 
(zruppen. Bei Zugabe von Benzopersiiure reagieren sie mit einer 
Konstanten i, Neben den aktiven Gruppen des Insulins reagieren 
aber noch andere Gruppen; ihre Anzahl im intakten Insulin sei 
Ng. Da auch nach vollstiindiger Zerstérung des Insulins noch 
viel Benzopersiiure verbraucht wird, kann man N? als viel gréBer 
als N% betrachten. Aus dieser Annahme folgt dann weiter, dab 
bei Versuchsbedingungen (Benzopersiiuremengen), bei denen iiber- 
haupt wirksames Insulin iibrig bleibt, N, sich nicht stark iindert; 
also kann N, dauernd etwa gleich N? gesetzt werden. Reagieren 
die Gruppen N? mit der Reaktionskonstanten k,, und ist N, die 
Zahl der noch wirksamen Insulingruppen in irgendeinem Stadium 
des Versuchs, so ist das Verhiiltnis der im nichsten Moment in 
Reaktion tretenden Insulingruppen zur Zahl der in Reaktion tre- 
tenden N,-Gruppen gleich N,k, 

Ne-k, 

Dieses gilt fiir jedes Stadium des Versuchs, mit N; = NJ zu 
Anfang des Versuchs. Fiir die nach Abreagieren von N p-Mole- 
kiilen Benzopersiiure iibrigbleibenden aktiven Insulingruppen er- 
cibt sich so die Bestimmungsgleichung: 

ky NY Ny 
Ny te wt |g 
N4 

In den Versuchen wurden je 100 mg Insulin mit wechselnden 
Mengen von Benzopersiiure zur Reaktion gebracht (diese Mengen, 
in Milligramm angegeben, sollen mit y bezeichnet werden). Ist Mp 
das Molekulargewicht der Benzopersiiure, M, das Aquivalentgewicht 
des Insulins, so ist offenbar fiir diese Versuche 

y 
i, M ;,+ 1000 M, y 
i 1 ~ Mp 100 


) 0. 
ky Ny Np 





, * ~y e 
ky Ny Ny 
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y 


N 
. ° J ° , ° 
Bezeichnet man mit —— =z die Menge wirksam gebliebenen 


NS 
Insulins nach Reaktion mit y mg Benzopersiiure und setzt man 
ke .Nno9 - k ye NY M, 1 3 
ee ey ee ' all 


so wird aus der oben angegebenen Beziehung: 
1 ) 
In-+a(l—cz)= fy. 


Diese Gleichung enthilt die beiden Konstanten @ und £. 
Sie miBten aus der beobachteten Kurve ermittelt werden und ihre 
Bestimmung bedeutet eine Abschiitzung des Aquivalentgewichtes 
des Insulins. Kine Bestimmung von « und # kann in der Weise 
erfolgen, daB man der experimentellen Kurve zuniichst entnimmt, 
daB z=0,6 sein muf fiir y = 0,6. Auf Grund dieser Forderung 
bestimmt sich die Konstante @ und damit der weitere Kurven- 
verlauf zwangsliiufig, sobald @ gewihlt wird, indem 

1 
B= 06 In 06 +a-0,4]- 

Die fir @=a@m, «=1, ¢=0,5 und ¢ = 0,01 berechneten 
Kurven sind in Fig. 1 eingetragen. 

Die Annahme @ = © wiirde bedeuten, daB Insulin (N,) allein 
reagiert, N,, die Nebenreaktion, gar nicht. Diese Annahme trifft, 
wie aus der Figur ersichtlich, und schon oben auseinandergesetzt, 
nicht zu. Dagegen ist « = 1, also die Annahme, daf zu Anfang 
des Versuchs bei Zugabe der ersten Mengen von Benzopersiiure 
die Halfte derselben von Insulin, die Hilfte von den fremden 
Gruppen (N,) verbraucht wird, bereits méglich. Auch « = 0,5 oder 
= 0,01 oder noch kleinere Werte von e@ wiirden zuliissig sein, 
indem der Verlauf der Kurve durch weitere Herabsetzung der 
a-Werte nicht mehr wesentlich veriindert wird. Aus den obigen 
Formeln wird nun 
In 1,67 


4 


i, e :100-Mp = 100 |; + 1,67. | Mp 
= 100 Mp| 0,67 2 . Op 


Ks nimmt also M, mit abnehmendem @ zu und der experi- 
mentelle Befund @ kleiner oder gleich 1 bedeutet also 


9 . 
M,;> 100 E + 1,67 0,5] M; - 
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Das Molekulargewicht der Benzopersiiure ist Mg = 138, so dak 
fiir das Insulin ein Mindestiiquivalentgewicht von 20600 hervor 
geht. Aus der Abspaltung von Ammoniak bei verschiedenen Um- 
setzungen des Insulins hatten wir friiher auf ein Molekulargewich 
von mindestens 20000 geschlossen. Beide Werte sind nur au 
einige 1000 Einheiten genau. 

















A 70 T T 
Q9 | 
08 
Q7| 
N 
S G6 2 J 
3 
S O05 
€ 04 > 
EN 
‘ Qa — ; 
Ne) O2 : 
x Siriin,.t 
G7; i i nl 
i W 4 | 
oOo —>y 10 20 JO 
mg Benzqoersevre os 
Fig. 1. 
Kurve I ist fiir a = 0,01 berechnet. Kurve III ist fiir a = 1,00 berechnet. 
Kurve II ist fiir a = 0,50 berechnet. Kurve IV ist fiir a = oo berechnet. 


Die Kreuze bedeuten den experimentellen Befund der Versuche 5—8 der Tab. 2. 


2. Weitere Oxydationserscheinungen. 


Durch Hrn, Prof. Lautenschlaeger, LG.Farbenindustrie A.G,, 
Werk Hichst, wurden wir darauf aufmerksam gemacht, daB metal- 
lisches Quecksilber gew6hnlichen Reinheitsgrades die Wirksamkeit 
des Insulins herabsetzt. Bei der Wiederholung dieser Versuche 
hat sich ergeben, daB auf das sorgfiltigste gereinigtes Quecksilber 
ohne Wirkung auf das Insulin ist, daf jedoch Quecksilberoxyd, 


insbesondere wenn es kalt gefillt ist, eine starke Wirkung aut 


das Insulin ausiibt. Salzsaures Insulin (17 I. E./mg) wurde bei p,, ¢ 
mit dem gleichen Gewicht kalt gefillten Quecksilberoxyds ge- 
schiittelt. Nach 20 Stunden war nur noch der zehnte Teil der 
urspriinglichen Wirksamkeit vorhanden. Ahnlich wirkt eine Lisung 
von Quecksilberchlorid bei p,, 8, wihrend im stiirker sauren Be- 
reich (p,, 7 und 6) keine oder nur sehr schwache Schiidigung ein- 
tritt. Iobalt-II-chlorid und Kisen-I1]-chlorid schidigen in schwach 








— bed tet Cae fet 
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saurer Lésung nicht. Ein besonderer Versuch hat ergeben, daB 
rei der vielfach beschriebenen Inaktivierung des Insulins durch 
1/30-Alkali (3 Stunden 34°) der Luftsauerstoff nicht mitwirkt. 
Ne Reaktion, die beim krystallisierten Insulin zur Abspaltung 
‘on 0,14—0,16°/, Ammoniak fiihrt, verliuft bei vélligem Luft- 
ausschlu8 genau so wie in Gegenwart von Luft. 

Besonderer Priifung bedarf die Frage, ob die Schidigung des Insulins 
durch ultraviolettes Licht mit der Bildung von Peroxyden zusammenhingt. 


Insulin wird auch bei vélligem Ausschlu8 von Luft durch Bestrahlung in- 
aktiviert. Weiteres iiber Bestrahlung wird im 7. Abschnitt mitgeteilt. 


3. Insulin- und Schwefelverbindungen. 
S-H-Verbindungen (O. Wintersteiner), 

Die Inaktivierung von Insulin mit Schwefelwasserstoff hat 
Blatherwik’) beobachtet. Wir haben spiiter die Reaktion, die irre- 
versibel ist, niher untersucht’); ferner haben V. du Vigneaud’*) 
und Mitarbeiter festgestellt, da8 Insulin auch durch andere S—H- 
Verbindungen, wie Cystein und Glutathion, inaktiviert werden 
kann. Du Vigneaud hat den Vorgang mit einer Hydrierung von 
S—S-Bindungen gedeutet. Wir haben die Wechselwirkung von 
Insulin und Cystein mit Herrn O. Wintersteiner nach der 
quantitativen Seite hin untersucht. Weil Cystein in Gegenwart von 
Insulin unter den Versuchsbedingungen Sauerstoff aufnimmt, wurde 
unter strengem AusschluB von Sauerstoff gearbeitet. 

Auf 20 mg krystallisiertes Insulin wirkten 10 mg Cystein- 
hydrochlorid ein bei 20° und p,, 7,1. Offenbar stellt sich ein 
Gleichgewicht ein, bei dem 0,7 mg Cystin gebildet werden. Sobald 
der Endzustand eintritt, ist die Wirksamkeit des Insulins ver- 
schwunden. Trigt man die Bildung von Cystin und die Schidigung 
des Insulins in gleichem Mafstab gegen die Zeit auf, so zeigt 
sich, daB die Inaktivierung der Cystinbildung vorauseilt. Wibrend 
z. B. das Insulin schon zur Hilfte (auf 10 mg) zerstirt ist, hat 
sich erst 0,05—0,10 mg Cystin gebildet. Wenn 13 mg Insulin in- 
aktiviert sind, haben sich nur 0,2 mg Cystin gebildet. Aus der 
Tatsache, daB die Inaktivierang voraneilt, ligt sich vermuten, daB 
das Cystein vorzugsweise mit einer bestimmten Gruppe reagiert, 
daB es aber daneben auch auf andere Gruppen einwirkt. Diese 


) Blatherwik u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 72, 66 (1927). 

*) Diese Z. 187, 105 (1930); 202, 139 (1931). 

5) V. du Vigneaud, A. Fitch, E. Pekarek, W. W. Lockwood, 
J. of biol. Chem. 94, 233 (1932); vgl. nachstes Zitat. 
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sind in reichlicher Menge vorhanden, denn nach V. du Vigneaud, 
H. Jensen und O. Wintersteiner') ist aller Schwefel des Insu- 
lins ( 3,2°/,) in Form von Disulfid vorhanden, jedoch nicht not- 
setae eise ganz als Cystinschwefel. In quantitativer Beziehung 
JaBt sich zunichst aus dem Betrag des bei volliger Inaktivierung 
gebildeten Cystins ein Mindestiiquivalentgewicht des Insuling von 
etwa 7000 errechnen. Dabei ist die Aufnahme von 2 Wasserstoff- 
atomen vorausgesetzt; bel einem Wasserstoffatom wiirde 3500 
resultieren. Aus der oben geschilderten Inkongruenz der Kurven 
liBt sich aber schiitzen, daB das Aquivalentgewicht in Wirklich- 
keit di 6 fache ist. Der Minimalbetrag (bei einem Wasserstoff- 
atom) wiire danach 10000, der Maximalbetrag (2 H—) wire rund 
40000. Es ergibt sich also der GroBenordnung nach eine Uber- 
einstimmung mit dem friiher walrscheinlich gemachten Molekular- 
gewicht 20000. 

Thioglykolsiiure und @-Thiomilchsiiure inaktivieren mit der- 
selben Geschwindigkeit wie Cystein. Im Bereich von p, 6—8 nimmt 
die Geschwindigkeit mit steigender Alkalitiit stark zu. Nach kurzer 
Kinwirkung der 3 Sulfhydrylverbindungen bei p,, 7,4 wird etwa 
ein Drittel des krystallisierten Insulins ausgeflockt. Dieser Teil 
hat einen isoelektrischen Punkt von etwa 7 und ist in Sure 
léslich. Er enthailt nur noch 2°/, Schwefel von 3,1°/, des Aus- 
gangsmaterials. Der bei p,, 7,4 in Lisung verbliebene Anteil ist 
in Siure unléslich. Also zerfillt das Insulin bei der Inaktivierung 
durch diese Thiole in 2 Komponenten. 

Wihrend der Inaktivierung wird kein Ammoniak aus dem 
Insulin abgespalten. 

Die genaue Beschreibung der Versuche wird, wie erwihnt, Herr 
O. Wintersteiner an anderer Stelle mitteilen. 





Schweflige Siure. 

In saurer Lésung schiidigt freie schweflige Siiure das Insulin 
langsam. Wird dagegen die Lisung von salzsaurem Insulin mit 
der Lisung von Natriumbisultit versetzt, so wird das Insulin ge- 
fillt und rasch unwirksam. Das Priiparat bleibt schwer ldslich. 
Die Wirkung von schwefliger Siure ist stark vom p,, abhingig 
und ist in der Nihe des Neutralpunktes am griBten (Tabelle). 

Nach H. Th. Clarke?) verliiuft die Reaktion von Natrium- 
sulfit auf Cystin nach der Gleichung: 

R—S—S—R + Na,SO, = R—S—SO,Na + NaSR. 


1) J. of Pharmacol. 32, 367 (1928); ferner ebenda S. 387, 397. 
*) J. of biol. Chem. 47, 235 (1932). 














err 
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Ohne Zweifel reagiert das Cystin des Insulins entsprechend. 
Bei einem Gehalt von 12°/, Cystin (aller Schwefel des Insulins 
als Cystinschwefel angenommen) miibten 100 mg Insulin 6,3 mg 
Natriumsulfit erfordern, damit alle Disulfidgruppen umgesetzt 
werden (vorausgesetzt, dab sich kein Gleichgewicht einstellt). Wir 
fanden, da bei der Einwirkung von 8 mg Natriumsulfit auf 
100 mg Insulin die Wirksamkeit zu 70°/, zerstért wird. Wir 
miissen zuniichst die Frage offen lassen, ob am Verschwinden der 
Wirksamkeit des Insulins die Auftrennung einer bevorzugten 
Disulfidbindung von den etwa 10 vorhandenen, die auch betroffen 
werden kénnen, schuld ist, oder ob die zweifellos vorliegende 
Anderung der Eiweifkette allein schon ausreicht. Regenerierung 
durch Oxydation ist nicht gelungen. 




















I II ein 
10 mg Insulin ay Wie Id, jedoch Wie Id, jedoch 
Se lccm aur 1 a wechselnde Zeit. wechselnde Mengen 
aufgefiillt; 20 Std., 18° pu = 8 Na,SO, 
» | Stirke Dauer der | Stiirke me Stirke 
PH Einwirkung | ~* Na,SO, 
a 3 | ~~ 0,60 2 Std. 0,57 0,8 0,28 3) 
b 5 0,45 7 0,18 5,0 0,05 
¢ 7 | 0,10 20 0,05 me al 
d 8 0,05 45 0,00 oi - 














4. Einwirkung von Ketogruppen. 


K. L. Sevringhaus?) hat beobachtet, daB Insulin durch Acet- 
essigsiure unwirksam gemacht wird. Wir fanden, dab die Reak- 
tion von der Wasserstoffionenkonzentration sowie der Temperatur 
abhingig ist, und die Schiidigung des Insulins ungefiihr mit der 
eigenen Zersetzung der Acetessigsiiure parallel liuft. (Tab. 3). 
Acetylaceton, Benzoylaceton und Brenztraubensiiure waren ohne 
Wirkung. Aceton selbst, das bei der Zersetzung der Acetessig- 
siure entsteht, wirkt gleichfalls nicht. Die Erklirung der Erschei- 
nung kann in einem aktivierten Aceton gesucht werden, das zu- 
nichst bei dem Zerfall der Acetessigsiiure entsteht und in diesem 
Zustand das Insulin angreift. Nach unseren neuesten Erfahrungen 
tiber die Wirkung peroxydischer Substanzen kénnen wir auch eine 


1) Auch nach 45 Stunden war der Wert derselbe. 
*) Wisconsin Med. J. 26, 208 (1927). Wir danken Herrn Sevring- 
haus fiir den Hinweis auf seine Verdffentlichung. 


16* 
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Mitwirkung des Sauerstoffs fiir méglich halten; etwa derart, daB 
ein Teil des nascierenden Acetons ein Peroxyd bildet, das nun- 
mehr auf das Insulin einwirkt. 


Tabelle 3. 


Versuchsbedingungen: 50 mg Insulin Héchst (15 I.E./mg) gelést in 10 cem 
Wasser, bzw. Alkali oder Siure, wenn ein bestimmtes pg eingestellt wurde; 
dazu kamen 2 g Reagens. 

















Stirke der 
Vers.- Dauer der Temp. Priiparate nach 
: Reagens Einwirkung}| . | PH der Reaktion, 
Nr. in Stunden | 3” urspriingliches 
Insulin = 1,00 
1 Acetylaceton 24 18 -- 1,00 
2 Benzoylaceton 48 18 — 0,96 
3 | Brenztraubensiure 24 18 — 1,00 
4 Acetessigsiure 72 3 8,5 0,95 
ss 24 18 8,5 0,90 
i. 150 18 8,5 0,60 
é 200 3 6,0 0,85 
vi 120 3 2,0 0,75 
‘ 100 18 2,0 0,40 
i 150 18 2,0 0,15 

















5. Insulin und Formaldehyd. 


In der 5, Mitteilung!) wurde iiber die Einwirkung des Form- 
aldehyds auf Insulin unter den Bedingungen der Sérensenschen 
Formoltitration (p,, 7) berichtet. Die erhaltenen Produkte hatten 
eine restliche Wirksamkeit von 15°/,; durch Regenerierung mit 
verdiinnter Siiure bei Wasserbadtemperatur lieBen sich 20—25°/, 
der urspriinglichen Wirksamkeit wiedergewinnen. In der 6, Mit- 
teilung?) haben wir Angaben iiber die Anderung des Absorptions- 
spektrums des Insulins nach der Behandlung mit Formaldehyd 
gemacht. Wir haben neuerdings beobachtet, daB bei der Einwir- 
kung von Formaldehyd bzw. Hexamethylentetramin in saurer 
Lisung eine, wenn auch viel langsamere Inaktivierung des Insu- 
lins eintritt. Durch die bisher iibliche Regenerierung’) ist eine 
Erhéhung der Wirksamkeit um 20°/, zu erzielen. Die in der 
Tabelle aufgefiithrten Versuche zeigen den Gang der Inaktivierung 
und Regenerierung unter verschiedenen Bedingungen. 


') Diese Z. 187, 89 (1930). 2) Diese Z. 202, 97 (1931). 











50) 
3 CC 


101 
10 


50 n 
8 ee 
Hex 
5 mf 
lee! 
Hex: 
20 m 
2 ee! 

siu 
20m 
2 cer 
si 


Dass 


Dass 


20 mg 
2 cen 
siur 


20 mg 
12 ccm 


Ww Bure 
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Tabelle 4. 


Formaldehydversuche. 








Bedingungen 


50 mg Insulin, 15 LE. in 


gcem n/3-HCl + 400mg 
C 


H,O 


10 mg Insulin, 15 LE. in 
10 eem n/10-Séure + 
4mg CH,O 


50 mg Insulin, 15 I.E. in 
8cem Eisessig + 100mg 
Hexamethylen-tetramin 


5mg Insulin, 15 LE. in 
1cem n/2-Séure + i0mg 
Hexamethylen-tetramin 


20 mg Insulin, 15 LE. in 
2ecm 90°%/,iger Essig- 
siure + 40 mg CH,O 
20 mg Insulin, 15 I.E. in 
2ccm 90 °/,iger Essig- 
siure + 10 mg CH,O 
Dasselbe, nur + 5 mg 
CH,O 
Dasselbe, nur + 1 mg 
20mg kryst. Insulin in 
2ccm 90°/,iger Essig- 
siure + 10 mg CH,O 


desgl. 
desgl. 


20 mg Insulin, 15 LE. in 
2ccm 90°/,iger Essig- 
siure + 10 mg CH,O 


> 





Dauer 
der 

Inakti- 

vierung 


20 Min. 
bei 18° 


20 Min. 
bei 90° 


70 Std. 
bei 18° 


4 Std. 
bei 18° 


24 Std. 
bei 18° 


desgl. 


desgl. 


48 Std. 
bei 18° 


1 Std. 
bei 18° 


5 Std. 
bei 18° 


20 Std. 
bei 18° 


24 Std. 
bei 18° 


desgl. 


desgl. 





Dauer der 
Regenerierung 


15 Min. auf 
dem Wasserbad 


5 Min. mit 
strOmendem 
Wasserdampf 


desgl. 


desgl. 


8 Min. mit 
str6mendem 
Wasserdampf 


desgl. 
desgl. 


20 mg inakt. Ins. 
in 2cem 50°/,ig. 
Essigs. + 200 mg 
Phenylhydrazin 
24 Std. bei 18° 


Dasselbe, aber 
100 Std. bei 18° 


8 Min. mit 
stro6mendem 
Wasserdampf 


') Z. B. 46 von 86 = 58 /,, in Versuch 10. 





| vierung | 


0,30 


0,60 


(0,05) ”) 


(0,05) 


0,35 
0,65 


0,20 


0,14 
0,10 


(0,05) 


(0,05) 


(0,05) 





0,60 


0,60 


*) Die eingeklammerten Zahlen sind wegen ihrer Kleinheit unsicher. 





58 


46 


53 
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Werden so geringe Mengen Formaldehyd genommen, dab 
noch ein erheblicher Teil des Insulins wirksam bleibt, so laBt 
sich trotzdem in der Liésung noch unverbrauchter Formaldehyd 
durch fuchsinschweflige Siiure nachweisen. Zur Isolierung solcher 
Priiparate wurde zuniichst mit Aceton gefillt, in 90°/,iger Essig- 
siiure gelést und erneut mit Ather gefillt. Unser weiteres Be- 
streben war, Bedingungen zu suchen, unter denen das Insulin 
zwar weitgehend inaktiviert wird, danach aber zu einem mdglichst 
hohen Anteil wieder reaktivierbar ist. Hierzu ist die Lisung des 
Insulins in 90°/,iger Essigsiiure besonders geeignet. Sie wurde 
mit wechselnden Mengen Formaldehyd, der gleichfalls in 90°/,igem 
Kisessig gelist war, versetzt und bei Zimmertemperatur wahrend 
verschiedener Zeiten der Kinwirkung iiberlassen. Die Priparate 
werden nach der oben gegebenen Vorschrift aufgearbeitet; sie 
zeigen, einerlei ob sie ganz oder nur teilweise inaktiviert sind, 
ungefiihr dieselbe Léslichkeit wie Insulin selbst, wihrend unsere 
friiheren, durch Formaldehyd inaktivierten Priiparate in Siure 
unlislich waren. Im Gegensatz zu den friiheren Priiparaten zeigen 
die nach dem neuen Verfahren inaktivierten dasselbe Absorptions- 
spektrum wie das unveriinderte Insulin. 

Die friiher beobachtete Veriinderung des Absorptionsspektrums 
durch Formaldehyd’) ist demnach nicht der Wechselwirkung des 
Aldehyds mit der spezifischen Gruppe des Insulins zuzuschreiben, 
sondern offenbar die Folge einer weitergehenden Kinwirkung des 
Formaldehyds auf die Eiweifkette.2) Auch der Drehwert des 
durch Formaldehyd inaktivierten Insulins unterscheidet sich nicht 
von dem des urspriinglichen Insulins. 

Werden die durch Formaldehyd ganz oder teilweise vorsichtig 
inaktivierten Priparate in n/30-Salzsiiure gelést und kurze Zeit 
mit strémendem Wasserdampf behandelt, der den abgespaltenen 
Formaldehyd mitnimmt, so erscheint der gréBte Teil der urspriing- 
lichen Wirksamkeit wieder. Im Versuch 6 werden beispielsweise 
von 0,95 Teilen unwirksam gewordenen Insulins 0,55 Teile wieder 
hergestellt, also 58°/,. Beim Versuch 9 werden von 0,80 Teilen 
0,60 wieder hergestellt, also 75°/,.. Diese und die friiheren Ver- 
suche zeigen, daB Formaldehyd vorzugsweise mit einer oder 
mehreren Gruppen des Insulinmolekiils unter Inaktivierung reagiert, 
und da mit geringerer Geschwindigkeit viele andere Gruppen 


') Diese Z. 202, 102, Fig. 3, Kurve 2 (1931). 
*) Vgl. auch Diese Z. 190, 169 (1930). 
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nachfolgen. Wird die Reaktion so geleitet, daB die erste Reaktion 
zur Hauptsache abgelaufen ist, und die zweite noch keinen starken 
Umfang gewonnen hat, so liBt sich durch sehr kurze Behandlung 
der angesiuerten Lisung mit strémendem Wasserdampf derjenige 
Formaldehyd ganz oder zum gréBten Teil wieder abspaiten, der 
der ersten Reaktionsstufe angehért. Hat dagegen die zweite 
Reaktionsstufe iiberhand genommen, so bleiben in dem nun auch 
iuBerlich stark veriinderten Insulin zahlreiche Formaldehydgruppen 
haften, und die Regenerierung gelingt nur zu einem geringen Teil 
oder iiberhaupt nicht mehr. 

Die Versuche 11 und 12 der Tabelle zeigen, daB ein mit Eisessig 
und Formaldehyd nahezu inaktiviertes Insulin mit Phenylhydrazin teil- 
weise in seiner Wirksamkeit wieder hergestellt werden kann. Ein 
Priparat (Versuch 14), dessen Wirksamkeit durch Behandlung mit Siure 
von 0,05 auf 0,55 stieg, lieB sich durch Phenylhydrazin (Versuch 13) bis 
zu 0,38 der urspriinglichen Wirksamkeit wieder herstellen. Es mu8 dabei 
bemerkt werden, da8 das Phenylhydrazin auf das sorgfiiltigste gereinigt 
sein muB, weil es anderenfalls das Insulin selbst schidigt.') 

Urspriingliches Insulin besitzt 1,3—1,4°/, freien Aminostick- 
stoff (nach Sérensen bestimmt; nach van Slyke 1,0°/,). Nach 
dem friiheren Verfahren durch Formaldehyd inaktiviertes Insulin 
besitzt keinen freien Aminostickstoff mehr. Nach dem neuen 
Verfahren inaktiviertes besitzt dagegen noch 1,15 °/, (nach Séren- 
sen). Demnach werden im krystallisierten Insulin bei der Inakti- 
vierung durch Formaldehyd nur 0,15—0,25°/, Aminostickstoff 
mit Formaldehyd umgesetzt, wihrend 1,15 °/, Aminostickstoff un- 
verindert bleiben. Wenn iiberhaupt, so ist an der Inaktivierung 
nur ein Bruchteil des Aminostickstoffs beteiligt. Wir halten auch 
dies fiir unwahrscheinlich. Da wir, wie friiher auseinander gesetzt 
wurde, keinen Anhalt dafiir finden, da8 der freie Aminostickstoff 
des Insulins fiir die physiologische Wirkung benétigt wird, glauben 
wir, daf die Zerstérung der Aktivitiit auf der Reaktion des 
Formaldehyds mit anderen, nach Sérensen und van Slyke 
nicht erfaBbaren Stickstoffgruppen beruht (z. B. Siiureamid— 
Stickstoff). 

Unsere friiher ausgesprochene Vermutung’), daB im Insulin 
Siiureamidgruppen vorliegen kénnen, ist demnach mit den neuen 
Ergebnissen sehr gut vereinbar. 

Wir haben friiher gefunden, da krystallisiertes Insulin mit 
n/30-Alkali bei 34° in 3—4 Stunden 0,16 °/, Ammoniak abspaltet 


') Diese Z. 202, 141 (1931). 2) Diese Z. 202, 201 (1931). 
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und dabei seine physiologische Wirksamkeit verliert. Wenn ein 
durch schonende Behandlung mit Formaldehyd inaktiviertes 
Priiparat der gleichen Wirkung des Alkali ausgesetzt wird, so 
verliert es nur die Hilfte dieses Betrages an Ammoniak und 
biBt dabei die Reaktivierbarkeit durch Siiuren ein. Wird jedoch 
ein schonend mit Formaldehyd inaktiviertes Insulin zunichst mit 
Siiuren moglichst vollstiindig wieder reaktiviert, so da& z. B. von 
dem urspriinglichen Insulin wieder */, der Wirksamkeit hergestellt 
sind, so lift sich durch Alkali aus diesem Regenerat nunmehr 
ein entsprechender Teil des gesamten Ammoniakbetrages ab- 
spalten, im genannten Falle also etwa */, von 0,16. 


Tabelle 5. 
Ammoniakbilanz. (Einwirkung von n/30-Alkali bei 34°.) 























Dauer der | Abgespaltenes 
Priiparat Einwirkung | Ammoniak 

in Stunden in °/, 
Krystallisiertes Insulin . . ..... . 5 0,16 
30 0,17 
Formaldehyd-Insulin (Vers. Nr. 11 der Tab. 4) 5 0,07 
: 30 0,07 
Regenerat dieses Formaldehyd-Insulins . . 5 0,12 
30 0,14 


Offensichtlich reagiert der Formaldehyd unter anderem mit 
einem Teil der alkalilabilen, Ammoniak abspaltenden Stickstoff- 
gruppe. 

6. Acetylierung des Insulins. 

Die Einwirkung von Essigsiiureanhydrid auf Insulin ist unter 
den verschiedensten Bedingungen versucht worden. Von Interesse 
wurden diese Versuche erst dann, als es gelang, durch Abspaltung 
von Acetylgruppen einen Teil der Wirksamkeit der vorher inakti- 
vierten Acetylinsuline wieder herzustellen. K. Freudenberg und 
W. Dirscherl!) benutzten die feine Suspension von frisch ge- 
falltem Insulin in Pyridin und lieben hierauf Essigsiiureanhydrid 
bei tiefer Temperatur einwirken. Ein Priiparat, das nach der 
Acetylierung noch 8°/, seiner urspriinglichen Wirksamkeit besab, 
lieB sich durch sehr schonende Behandlung mit verdiinntem Alka 
um 17°/, (niimlich auf 25°/, der urspriinglichen Wirksamkeit) 


1) Naturw. 15, 832 (1927); Diese Z. 175, 1 (1928); 187, 95 (1930). 
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regenerieren. Diese Versuche haben H.Jensen und E. M. K. Gei- 
ling?) an krystallisiertem Insulin bestiitigt. Die von ihnen an- 
finglich beobachtete hohe Regenerierbarkeit (um 30 °/0) wurde 
spiiter [H. Jensen und A. de Lawder’)] nur zu 15°/, gefunden, 
also in Ubereinstimmung mit unserem Versuch, Wir hatten in- 
zwischen nach unserem Verfahren*) am krystallisierten Insulin 
12°/, regenerieren kénnen. Die Angaben schwanken also zwischen 
12 und 17°/,. Die amerikanischen Autoren arbeiteten etwas 
anders als wir, indem sie das fein suspendierte Insulin mit Essig- 
siureanhydrid allein bei 0° behandelten. Neuerdings haben 
A.F.Charles und D.A.Scott‘) ein drittes Verfahren angewendet, 
in dem sie Insulin in hochprozentigem Eisessig listen und Essig- 
siureanhydrid zugaben, das auf das nunmehr austlockende Insulin 
einwirkt. Die Regenerierung des fast inaktiven Acetylinsulins 
wurde gleichfalls mit verdiinntem Alkali ausgefiihrt und gelang 
zu 15—23°/,. 

Wir haben versucht, die Bedingungen dadurch zu verbessern, 
daB wir in Lésung arbeiteten und statt Pyridin schwichere Amine 
verwendeten. Die geeignetsten Bedingungen wurden gefunden mit 
einer Lésung von Chinolin und Eisessig (1:1 Vol.), die ungefiahr 
10°/, Wasser enthielt. Die Mischung wurde so hergestellt, daB 
das Insulin zuerst in médglichst wenig Wasser bzw. verdiinnter 
Essigsiure gelést und alsdann mit der Chinolin—Kisessig-Mischung 
versetzt wurde. Hierzu wurde nun die Mischung von Chinolin 
und Essigsiureanhydrid (2:1) gegeben. Wenn die Einwirkung 
vor der vollstindigen Inaktivierung des Insulins unterbrochen 
wurde, lieB sich aus dem aufgearbeiteten Acetylinsulin 35—41°/, 
wiederherstellen, also doppelt so viel wie friiher. Statt des Chinolin— 
Kisessig-Gemisches kann auch hochprozentiger Methylalkohol ver- 
wendet werden. Es zeigt sich, daB dieser in den Zeiten, in denen 
Insulin durch Acetylierung inaktiviert wird, noch nicht merklich 
acetyliert wird. Die Gruppe, die im Insulin reagiert, muB also 
ungleich reaktionsfihiger sein als das Hydroxyl des Methylalkohols. 
Hieraus und aus der leichten Regenerierbarkeit konnte in erster 
Linie auf phenolisches Hydroxyl geschlossen werden. Auch hier 
laufen verschiedene Reaktionen nebeneinander. Neben der rever- 
siblen Acetylierung der vermutlichen Hydroxylgruppen findet eine 
irreversible, ebenfalls zu inaktiven Produkten fiihrende Acetylierung 


1) J. of Pharmacol. 33, 511 (1928). 
*) Diese Z. 190, 266 (1930). ‘) Diese Z. 187, 96 (1930). 
*) Trans. roy. Soc. Canada, 5. Sec., 25, 187 (1931). 
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statt. Dies gibt sich zu erkennen bei der Bestimmung von freiem 
Aminostickstoff nach van Slyke. Unveriindertes Insulin enthilt 
1,0°/, freien Aminostickstoff, der, wie wir friiher gezeigt haben, 
nur eine sekundire Bedeutung fiir die physiologische Wirksam- 
keit des Insulins besitzt. Unsere friiheren inaktiven Acetylinsuline 
besaBen noch 0,1°/, Amuinostickstoff, withrend unsere jetzigen, 


besser regenerierbaren Acetylinsuline noch 0,4°/, Aminostickstoft 


besitzen. Damit hiingt zusammen, daB die neuen Acetylinsuline 

in Wasser und Siiuren ganz oder teilweise léslich sind, wiihrend 

die friiheren vollkommen unléslich waren. Wihrend der Regene- 

rierung der Acetylinsuline durch verdiinntes Alkali (n/30) bei 0° werden 

ungefiihr 0,06°/, Ammoniak abgespalten. Wir kénnen dieser Zahl 

allerdings kein Gewicht beimessen, da nur ein Teil des Insulins 
Tabelle 6. 


Versuchsbedingungen: Fiir die Versuchsreihe I wurden 30 mg Insulin in 
0,1 cem Wasser gelést, dann 1 ccm Chinolin-Essigsiure 1:1 zugesetzt und 
schlieBlich 2 cem Acetylierungsgemisch Base—Essigsiureanhydrid 2:1. Fiir 
die Versuchsreihe II wurden 30 mg Insulin in 96°/, Methanol gelést und 
2ccem Acetylierungsgemisch Base—Essigsiureanhydrid 2:1 zugefiigt. 
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wes|e%al 33 
Basizitits-]7 23 |T 24] 7 = | Ditte- 

Nr.| Priiparat Base BE PIP2S1 2s 
konstante | sEm |e RS] & OD | renz 

a oe Sse] SB & 

a i. IRo Bul ™M lem 

< 
Versuchsreihe I. 
1 [Insulin Héchst] Chinolin 8,2-10—% 1/, | 0,21 | 0,62 | 0,41 
19 I.E./mg 
2 desgl. desgl. 3,2-10~' | 2'/, | 0,138 | 0,48 | 0,35 
3 | Kryst. Insulin desgl. 3,2-10—% Ye | 0,21 | 0,58 | 0,37 
4 desgl. desgl. 8,2-10— 7° 3 0,19 | 0,52 | 0,33 
5 desgl. desgl. 8,2-107*° | 5 0,09 | 0,47 | 0,38 
Versuchsreihe II. 
1 [Insulin Héchst] Dimethyl- | 1,0-10~° 8 0,10 | 0,42 | 0,32 
19 I.E./mg anilin 
2 desgl. desgl. 1,0-1079 | 15 0,05 | 0,33 | 0,28 
3 desgl. Chinolin 8,2-10—1° 1/, | 0,22 | 0,59 | 0,37 
4 desgl. desgl. 3,2-10—10 1/, | 0,20 | 0,60 | 0,40 
5 desgl. desgl. 3,2+107 1° 3 0,12 | 0,48 | 0,36 
6 desgl. desgl. 8,2-10~] 20 0,09 | 0,46 | 0,37 
7 desgl. Diiithylamin-}] 1,0-1071° 1°/, | 0,08 | 0,42 | 0,34 
acetonitril 
8 desgl. desgl. 1,0-10-" | 6 0,04 | 0,29 | 0,25 
9 desgl. .. €1,0-10-!] 6 0,40 | 0,43 | 0,03 
methylamin 
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regenerierbar ist, und weil bei den schirferen Bedingungen der 
alkalischen Inaktivierung des Insulins (0,03 n-Lauge, 34°, 3 Stunden) 
aus den Acetylinsulinen bis zu 0,2°/, Ammoniak abgespalten 
werden. 

Uber das Verhalten des Acetylinsulins zu Fermenten wird 
in der folgenden Abhandlung berichtet. 


0 


Das regenerierte Acetylinsulin wurde erneut durch Acetylierung nahezu 
unwirksam gemacht und wiederum durch Alkali regeneriert. 

1. Acetylierung und 1. Regenerierung. Von 1000 Kinheiten krystalli- 
siertem Insulin werden 910 durch Acetylierung inaktiviert. Diese geben 
mit den 90 unverinderten Einheiten 470 Einheiten zuriick. Von den 910 
verschwundenen Ejiuheiten sind also 470—90 = 380 = 42°/,) regeneriert. 

2. Acetylierung und 2. Regenerierung. Von den 470 Einheiten (90 ur- 
spriingliche und 380 regenerierte) werden durch Acetylierung 350 Einheiten 
inaktiviert, so da8 120 Einheiten iibrig bleiben. Durch Reaktivierung werden 
250 Einheiten wiedergewonnen. 250—120 = 130 Einheiten sind aus den 
350 Einheiten wiedererstanden = 37°/,. 

Friiher') war amorphes Insulin nach einem anderen Verfahren ace- 
tyliert und alsdann regeneriert worden. Bei erneuter Acetylierung und 
Regenerierung wurde der geringe Betrag des ersten Regenerates nahezu 
ganz wiedergewonnen. Unter den neuen Versuchsbedingungen verhiilt sich 
das erste Regenerat bei der erneuten Acetylierung und Regenerierung, als 
wenn es urspriingliches Insulin wire. 


7. Bestrahlung des Insulins. *) 

Um zu priifen, ob die Schiidigung des Insulins durch ultra- 
violettes Licht auf einem unmittelbaren Angriff auf die wirksame 
Gruppe des Insulins beruht, oder ob die Schiidigung die Folge 
einer Nebenreaktion ist, wurden folgende Versuche angestellt. 

Krystallisiertes Insulin wurde mit soviel Cystin und Tyrosin 
versetzt, wie dem eigenen Gehalt des Hormons an diesen Amino- 
siiuren entspricht (je 10°/,). Die Absorption im nahen Ultraviolett 
wird durch diesen Zusatz ungefihr verdoppelt. Wenn die Wir- 
kung der Strahlen in einer Veriinderung der genannten Amino- 
siuren und Bildung eines das Insulin schiidigenden Produktes 
hestiinde, so hiitte bei diesem Versuch mit einer gegebenen Licht- 
menge eine stiirkere Schiidigung als bei Insulin allein eintreten 
miissen. Das ist nicht der Fall. Es muSte, um zur gleichen 
Schiidigung wie bei Insulin allein zu gelangen, ungefiihr die 
doppelte Lichtmenge eingestrahlt werden. Der Versuch deutet 
darauf hin, da Zersetzungsprodukte des Tyrosins und Cystins 
nicht maBgebend an der Zerstérung des Insulins beteiligt sind. 


1) 2. Mitteilung. ?) 6. Mitteilung. 
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Um etwaigen, bei der Bestrahlung entstehenden, das Insulin 
schiidigenden Zersetzungsprodukten nachzuspiiren, wurde Insulin, 
das vorher mit Alkali yorsichtig inaktiviert war, so lange bestrahlt, 
wie es zur Inaktivierung von Insulin durch Licht nétig ist. Frither 
war festgestellt worden, daB alkali-inaktiviertes Insulin dasselbe 
Absorptionsspektrum hat wie Insulin selbst. Unmittelbar nach 
der Bestrahlung dieses Priparates wurde intaktes Insulin zugesetzt, 
und die Mischung einige Stunden im Dunkeln aufbewahrt. Es 
zeigte sich, daB das zugesetzte Insulin nicht geschidigt wurde. 
Wenn also schiidigende Zersetzungsprodukte bei der Bestrahlung 
entstehen, so miissen sie héchst reaktionsfiihig sein (Peroxyde 
oder aktivierte Molekiile usw.), die sofort weiter reagieren. Werden 
Peroxyde angenommen, so miissen sie aus den Zersetzungsprodukten 
des EiweiBes selbst stammen und nicht vom Luftsauerstoff, da 
dieser bei der Reaktion unbeteiligt ist. Der Versuch, eine Be- 
ziehung zwischen der eingestrahlten Lichtmenge und der Schidi- 
gung des Insulins (Quantenausbeute) festzustellen, fiihrte zu dem 
Ergebnis, daB von einem Lichtquant 180/N Gramm Insulin zerstort 
werden. Wiirde zur Zerstérung eines Molekiils Insulin nur ein 
Lichtquant bendtigt, so wire das Molekulargewicht demnach 180. 
Die T'atsache, daB wir an Hand der Ammoniakabspaltung, der 
oben beschriebenen Versuche mit Benzopersiure und anderen An- 
zeichen auf ungefihr das hundertfache Molekulargewicht schlieBen 
miissen bedeutet, daB zur Zerstérung eines Insulinmolekiils vom 
Molekulargewicht 18000 100 Quanten verbraucht werden. Der 
weitaus gréBte Teil des Lichtes wird also anderweitig verwendet, 
wenn gleichzeitig die wirksame Gruppe getroffen wird. Ob die 
Zerstérung der wirksamen Gruppe durch das Licht unmuttelbar 
erfolgt oder durch sekundiire Reaktionen (gegebenenfalls Ketten- 
reaktionen), laBt sich durch alle diese Versuche nicht entscheiden. 


8. Zusammenfassung. 


Im Rahmen unserer Vorstellungen iiber das Insulin lassen 
sich die Ergebnisse folgendermaben kennzeichnen. 

Wihrend Formaldehyd als solcher mit dem Insulin reagiert 
und es dabei reversibel inaktiviert, beeintriichtigen aromatische 
Aldehyde die Insulinwirkung nicht und reagieren auch sonst nicht 
in nachweisbarem Umfange mit der Proteinkette. Dagegen ver- 
mitteln manche aromatischen Aldehyde, insbesondere Benzaldehyd, 
die Oxydation des Insulins durch den Luftsauerstoff. DaB hierbei 
Benzopersiure das oxydierende Mittel ist, lieB sich vermuten und 
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bestatigen. Dabei zeigte sich, da8 100 mg krystallinisches Insulin 
schon von 1 mg der Siure sehr rasch mehr als zur Hilfte in- 
aktiviert werden. Geringere Mengen der Siure schiidigen ver- 
hiltnismiBig stirker, gréBere schiidigen im Verhiiltnis schwiicher. 
Zweifellos reagiert eine einzelne fiir die Wirksamkeit notwendige 
Stelle des Riesenmolekiils bevorzugt; daneben wird langsamer 
weiteres Oxydationsmittel von sonstigen Gruppen, wahrscheinlich 
der Proteinkette, verbraucht. Unter der Annahme, daf jene Stelle 
ein ganzes Sauerstoffatom verbraucht, liBt sich ein Mindestwert 
fir das Molekulargewicht von 20000 errechnen (+ mehrere 1000). 
Die Léslichkeit des Insulins wird bei der Einwirkung der zur 
Inaktivierung gerade nétigen Benzopersiiure nicht merklich ver- 
iindert. 

Auch Quecksilberoxyd ist ein ausgesprochenes Gift fiir Insulin. 

Die Inaktivierung des Insulins durch Cystein oder ihnliche 
Thiole liBt sich als Zeitreaktion verfolgen. Die Kurve der Schiidi- 
gung eilt im Anfange dem Verbrauch des Cysteins voraus. Von 
den zahlreichen S—S-Bindungen, mit denen das Cystein reagiert, 
geniigt zur Zerstérung der Wirksamkeit offenbar bereits die Off- 
nung von einer, allenfalls auch einer zweiten Disulfidbindung. 
Daraus ergibt sich wiederum ein Molekulargewicht von der oben- 
genannten GréBenordnung. Bei der Inaktivierung durch Thiole 
wird 1/, des Insulins unldslich. Dieser Anteil enthilt weniger 
Schwefel als das Insulin, das also durch diesen Vorgang in 
2 Hilften zerfillt. 

Natriumsulfit besitzt eine rasche, irreversibel zerstiérende 
Wirkung auf Insulin. Auch hier sind geringe Mengen erforder- 
lich, Zusammen mit der schon lingst bekannten Wirkung von 
Blausiure und Jod lassen alle diese Reaktionen darauf schlieBen, 
daB S—S-Bindungen im Spiele sind. Von den rund 20 Atomen 
Schwefel, die in einem Insulinmolekiil der GréBe 20000 vor- 
handen sind, gehéren zumindest 12—15 dem Cystin an; ein 
Bruchteil des gesamten Schwefels, vielleicht nur 2 Atome von 
den 20, ist als Disulfid fiir die Wirkung des Insulins unentbehrlich. 

Die von EK. L. Sevringhaus beobachtete Schidigung des 
Insulins durch Acetessigsiiure hingt offenbar mit deren Zerfall 
zusammen. 

Die obenerwihnte Wirkung des Formaldehyds vollzieht sich 
nach Verbesserung der Bedingungen ohne wesentliche Anderung 
der EKiweiBeigenschaften (Lislichkeit, Drehung, Lichtabsorption). 
Zugleich steigt die Regenerierbarkeit der Insulinwirkung auf 60 
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bis 70°/,. Die friither beobachtete Anderung des Absorptions- 
spektrums riihrt von der Wirkung des Formaldehyds auf die 
Eiweibkette her und steht in keiner Beziehung zur Wirksamkeit 
des Insulins. Weitere Ergebnisse mit Formaldehyd sind am Ende 
der folgenden Abhandlung zusammengefaBt. 

Auch die Acetylierung konnte spezifischer gestaltet werden 
und bleibt jetzt trotz weitgehender Schidigung der Wirksamkeit 
von geringem EinfluB auf die Liéslichkeit des Insulins. Die Reak- 
tivierung gelingt jetzt zu etwa 40°/). Der leichte Ejintritt und 
Wiederaustritt der Acetylgruppe li8t vermuten, daB phenolisches 
Hydroxyl im Spiele ist. Auch hier wird auf den SchluB der 
folgenden Abhandlung verwiesen. 

Bei der Zerstérung des Insulins durch ultraviolettes Licht 
wirkt der Luftsauerstoff nicht mit. Da zur Zerstoérung einer wirk- 
samen Gruppe sehr viele Lichtquanten nétig sind, muB nach wie 
vor die Méglichkeit, ja Wahrscheinlichkeit im Auge behalten 
werden, daf die Zerstérung der wirksamen Gruppe durch Licht 
eine sekundire Erscheinung ist. 

Verschiedene Beobachtungen iiber die Abspaltung von Ammo- 
niak werden am Schlu8B der folgenden Abhandlung besprochen. 

Die Vorstellung von einer begrenzten, fiir die Insulinwirkung 
notwendigen ,,wirksamen Gruppe“ hat sich sehr befestigt. Zu ihren 
Kennzeichen gehért auBer der alkalilabilen, ammoniakabspaltenden 
Stickstoffgruppe jetzt vor allem eine héchst energisch mit Benzo- 
persiiure reagierende Anordnung. Um Insulinwirkung auszuiiben, 
mu diese wirksame Gruppe intakt sein. Sie diirfte, wie wir es 
friiher ausgesprochen haben, den Oligopeptiden nahe stehen und 
einfach ein Glied der Eiweifkette sein. Die Eiweibkette, in welche 
diese wirksame Gruppe nach unseren friiheren Versuchen ein- 
gebaut ist, muB fiir das Funktionieren der wirksamen Gruppe 
ganz oder teilweise vorhanden sein, darf aber im einzelnen ge- 
wisse Veriinderungen erleiden. 

Es liBt sich im Falle der Thiole und Fermente nicht ent- 
scheiden, ob es lediglich die Verkleinerung des EiweiBmolekiils bei 
der Trennung von Disulfid!) oder bei der proteolytischen Aufspal- 
tung ist, durch die das Insulin unwirksam wird, oder ob der Ver- 


') Um MiBverstiindnissen vorzubeugen, heben wir hervor, da8 wir die 
Moglichkeit, daB Disulfid fiir die Wirksamkeit nétig ist, nie abgestritten 
haben. [Diese Z. 202, 201 (1932).] Nur den Zusammenhang zwischen Wirk- 
samkeit und ,,labilem Schwefel“ bezweifeln wir. 
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lust der Wirksamkeit unabhiingig von der in diesen Fiillen tief- 
greifenden Veriinderung des Eiweifgeriistes auf einem Angriff auf 
die durch andere Reaktionen erwiesene, fiir die Insulinwirkung 
notwendige ,wirksame Gruppe“ beruht, die gegeniiber der Eiweib- 
kette sehr klein ist. Diese Eiwei®kette darf unbeschadet der 
Wirksamkeit gewisse Veriinderungen erleiden. Wenn andere Ein- 
griffe jedoch die Natur des EiweiBes griindlich veriindern, so libt 
sich nicht aussagen, ob die Zerstérung der Wirksamkeit auf einer 
Veriinderung der Kette oder der wirksamen Gruppe beruht. Abhn- 
liches laBt sich tiber die Wirkung von Formaldehyd und Acet- 
anhydrid sagen (vgl. Ende der folgenden Abhandlung). 

Wihrend also einerseits einige die Wirksamkeit des Insulins 
beeinflussende Reaktionen auf eine spezifische ,,wirksame Gruppe“ 
hinweisen, ist es bei anderen Reaktionen (Cystein, Acetanhydrid, 
Formaldehyd) méglich, daB sie durch eine Veriinderung der Eiweib- 
kette inaktivierend wirken. Daf diese im Gegensatz zur wirksamen 
Gruppe leichte Veriinderungen ohne Aufhebung der Wirksamkeit 
erleiden darf, ist bei einer dritten Art von Reaktionen (z. B. Koagu- 
lation durch Siiure, Verinderung des freien Aminostickstoffs) 
erwiesen. 
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Die Wirkung proteolytischer Fermente auf Insulin 
und seine Derivate. 


12. Mitteilung iiber Insulin. 


Von 
Karl Freudenberg, Emil Weiss und Helmut Eichel. 
Mit 2 Figuren im Text. 
Ausgefiihrt mit Hilfe einer Spende des Herrn Dr. Alfred Springer 


in Cincinnati.') 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1932.) *) 


Seite 
1. Ultrafiltration . 249 
2. Insulin und Pepsin . 250 
8. Insulin und Trypsinkinase 252 
4. Insulinderivate und Trypsinkinase 254 
5. Insulin und Papain . 257 
6. Zusammenfassung 259 


Die Untersuchung der Einwirkung proteolytischer Fermente 
auf Insulin 4) hat ergeben, daB Pepsin, Trypsinkinase, Papain 
und Kathepsin die Wirksamkeit des Hormones zerstéren und 
gleichzeitig die Eiweifkette hydrolytisch aufspalten. Die Zer- 
stérung der physiologischen Wirksamkeit eilt dem proteolytischen 
Abbau voraus. Ohne Wirkung in bezug auf die physiologisch 
aktive Gruppe des Insulins sowie seine EiweiBkette sind Trypsin 
(ohne Kinase) und die ereptischen Enzyme. Die vorliegenden 
Versuche wurden angestellt, um das Beobachtungsmaterial zu 
erweitern. 

Es bestehen heute zwei Méglichkeiten, die wirksame Gruppe 
des Insulins zu erkennen und quantitativ zu bestimmen. Die 


') Wir wiederholen hier unseren aufrichtigen Dank an Herrn 
Dr. Springer, der vor 60 Jahren in Heidelberg promovierte und durch 
diese Spende seiner Verbundenheit mit dem Institut Ausdruck gegeben hat. 
2) 11. Mitteilung Diese Z. 213, 226 (1932). Die Bestimmungen des Blut- 
zuckers verdanken wir Frl. K. Hampel, Fri. E. Bié und Fri. E. Reeps. 
5) Zusammenfassung eigener und anderer Versuche: 9. Mitteilung, 


Diese Z. 202, 159 (1931). 








Reet Board aie. 
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erste ist der Tierversuch, die zweite die Abspaltung von Ammoniak 
aus der wirksamen Gruppe durch verdiinntestes Alkali. Aus krystalli- 
sierten Priparaten werden auf diese Weise 0,16°/, Ammoniak er- 
halten. Im folgenden wurde der Versuch gemacht, dieses zweite 
Kennzeichen der wirksamen Gruppe zu verwenden, indem durch 
Fermente Insulin inaktiviert und der Verbleib der ammoniak- 
abspaltenden Gruppe in den Spaltstiicken untersucht wurde. Zur 
Trennung der Spaltstiicke von unveriindertem Insulin oder anderen 


Beimengungen wurde die Ultrafiltration verwendet. 


1. Ultrafiltration. 


Zu den Versuchen wurden die von H. Bechhold und L. Guthlohn’) 
sowie von A. Augsberger*) angegebenen Vorschriften und Apparate 
benutzt. Der weiter unten gebrauchte Ausdruck 5°/,ige, 10°/,ige Membran 
bedeutet, daB diese nach den Vorschriften der genannten Autoren mit einer 
5 oder 10°/,igen Lésung von Kollodium in Eisessig hergestellt wurde. Die 
EiweiBlésungen wurden stets bei 300 mm Druck filtriert, das Filtrat wurde 
mit Kis gekiihlt. In den Filtraten wurde der Stickstoffgehalt festgestellt 
(Mikro- Kjeldahl). 


Aus der Tabelle geht hervor, daB eine 10°/,ige Membran 
fiir Insulinhydrochlorid praktisch undurchliissig ist. Diinnere 
Membranen lassen Insulin entsprechend ihrer’ Dicke passieren. 





7,5 °/o 


FO} 
39 “/o 


Membran 10%, 


Fh 0/ 
0 “/9 


r 0/ 
vo “/o 


80 °/, 











Filtrierte Insulinmenge 


10 mg krystallisiertes Insulin wurden gelést in 5 cem n/100-HCl, 
filtriert, mit 5 ccm n/100-HCl und 5 cem Wasser gewaschen.  Filtrat 
gekiihlt. Im Filtrat wurde der Stickstoff bestimmt (Mikro-Kjeldahl) und auf 
Insulin umgerechnet. (Das verwendete Insulinpriiparat hatte einen Stickstoff- 
gehalt von 14,1 °/,.) 

Es wurde zwischen krystallisiertem Insulin und amorphen 
Handelspriparaten von nur der halben Wirksamkeit des krystalli- 
sierten kein Unterschied in der Ultrafiltration festgestellt. Eine 
mit einer 7,5°/,igen Lésung hergestellte Membran lieB z. B. von 
krystallisiertem und amorpkem Insulin rund 70°/, der Einheiten 
durch. Das Verhiltnis zwischen Stickstoff und Einheiten ist im 
Filtrat dasselbe wie im Ausgangsmaterial. Daf durch eine solche 
Membran das Insulin nicht vollstiindig filtrierbar ist, beruht auf 
der zunehmenden Verstopfung der Poren. Der Versuch lehrt, 


_—$ $$ 


1) Z. angew. Chem. 37, 494 (1924). 
2) Biochem. Z. 196, 276 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIII. 17 
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daB im amorphen Insulin keine Molekiile vorhanden sind, die an 
GréBe denen des krystallisierten Insulins entscheidend nachstehen. 
Wenn also GréBenunterschiede bestehen, diirften sie weniger groB 
sein als friiher gelegentlich angenommen wurde. 


2. Insulin und Pepsin. 

Die friiheren Versuche mit Pepsin werden hier erginzt durch 
Feststellungen iiber den Verbleib des Ammoniaks der alkalilabilen 
Gruppe des Insulins. Hierbei wurde die Einwirkungsdauer so 
kurz gewihlt, daB die Zerstérung der Wirksamkeit des Insulins 
gerade beendet ist. Das hat den Vorteil, daB die Leerwerte bei 
den Ammoniakbestimmungen klein werden. 


Die Versuchsbedingungen der Pepsinverdauung sind dieselben wie die 
in der 4. Mitteilung') beschriebenen. Die Ammoniakbestimmung erfolgte 
durch Destillation im Apparat von Parnas’) und Bestimmung des Extinktions- 
koeffizienten der mit Nesslers Reagens versetzten Flissigkeit. Hierfiir 
diente das Spektralphotometer nach Koenig-Martens.*) Bei blauem 
Quecksilberlicht (4350 AE.) wurde mit einer Lésung von bekanntem Gehalt 
an Ammoniak zunichst eine Eichkurve (die schwach gekriimmt ist) fest- 
gestellt. Die Abweichung vom theoretischen Wert betrigt bei Bestimmung 
von 0,01—0,04 mg nicht mehr als 5°/,. Die untere Grenze der noch bestimm- 
baren Menge Ammoniak liegt bei 0,005 mg. GrédBere Betrige als 0,04 mg 
in 25 ccm ergeben bei derselben Schichtdicke ungenaue Werte fiir die 
Extinktion. 

Das destillierte und in Salzsiiure aufgefangene Ammoniak wird mit 
destilliertem Wasser entsprechend verdiinnt, mit Nesslers Reagens versetzt 
(0,1 cem auf 10 cem Flissigkeit) und nach gutem Schiitteln in eine Kiivette 
von 12 cm Linge und 20 cem Inhalt eingefiillt. 

Als Vergleich (zur Eliminierung der Eigenfirbung von Nesslers 
Reagens mit Wasser) dient Wasser mit der gleichen Menge Nesslers 
Reagens in einer zweiten Kiivette gleicher GréBe. Die Kiivetten bleiben 
wegen des Temperaturausgleichs und des allmiiblichen Eintritts starkster 
Firbung 10 Minuten auf der optischen Bank, sodann wird die Extinktion 
bestimmt und der zugehérige Ammoniakwert aus der Eichungskurve ab- 
gelesen. Der Vergleich wird durch Fig. 1 erliutert. ‘ 

Kurve I zeigt an, wieviel Ammoniak aus dem intakten, verwendeten 
Insulinpriparat durch n/30-Alkali bei 34° im Verlaufe von 24 Stunden ab- 
gespalten wird. Das Insulinpriparat hat 15 Einheiten/mg. Die Kurve | 
steht im Einklang mit den Befunden unserer 5. Mitteilung.*‘) 

Kurve II zeigt die Ammoniakabspaltung unter den gleichen Umstiinden 
an dem gleichen Insulin, das jedoch vorher durch Zugabe der gleichen Menge 
Pepsin wibrend dreier Stunden inaktiviert worden war. Die Kurve hat 
einen sehr ihnlichen Verlauf, wie Kurve I, liegt aber etwas héher. Der 


') Diese Z. 180, 224 (1928). ) Biochem. Z. 152, 1 (1924). 

*) Neuerdings wurde das listener benutzt. Vgl. auch die 
inzwischen erschienene Arbeit von C. Urbach, Biochem. Z. 252, 292 (1932). 
*) Diese Z. 187, 102 (1930). 
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Mehrbetrag ist zum gréBten Teil erklirt durch die Kurven III und IV. 
Kurve III zeigt an, wieviel Ammoniak durch die Wirkung des sauren 
Mediums allein (py = 2) wihrend dreier Stunden abgespalten wird. Aus 
friiheren Versuchen wissen wir, da8 durch Sdure nennenswerte Mengen 
Ammoniak aus Insulin abgetrennt werden kénnen, ohne daf die wirksame 
Gruppe angegriffen wird, aus der hinterher durch Alkali die bekannte Menge 
Ammoniak abspaltbar ist. Kurve IV gibt das Verhalten des verwendeten 
Pepsins gegeniiber Alkali unter den beschriebenen Bedingungen an. Es 
wurde zunichst 3 Stunden bei py = 2 und 387° aufbewahrt, und alsdann 
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mit n/30-NaOH bei 34° behandelt. Dabei findet eine geringe, stetig 
steigende Ammoniakentwicklung statt. Die sich aus beiden Leerversuchen 
ergebenden Betriige diirfea von Kurve II abgerechnet werden, die damit 
der Kurve I nahekommt. Der in der Kurve II beschriebene Versuch wurde 
mit dem gleichen Ergebnis wiederholt (mit je 150 mg Insulin Héchst). 


Diese Versuche ergeben, daB Pepsin, obwohl es Insulin 
inaktiviert und abbaut, in den Spaltstiicken jene Gruppen des 
Insulins unberiihrt laBt, die mit Alkali bei 34° die vielfach 
erérterten 0,16°/, Ammoniak (auf krystallisiertes Insulin um- 
gerechnet), abgeben. 

Ultrafiltration nach der Verdauung mit Pepsin. Es 
wurde versucht, dem Verbleib der ammoniakabspaltenden Gruppen 
unter den bei der peptischen Verdauung des Insulins auftretenden 
Spaltstiicken nachzuspiiren. 

Zu dem Zwecke wurde das Hydrolysat (50 mg kryst. Ins. + 10 mg 
Pepsin gelést in 5cem HClapy = 1,9: 37°; 20 Stunden) durch ein Filter 
aus 10°/, iger Eisessig—Koliodiummembran filtriert. Eine solche Membran 
laBt, wie oben erwihnt, kein unversehrtes Insulin durch. In diesem Falle 
wurden °/,, des Insulinstickstoffs im Filtrat wiedergefunden. Durch Alkali 
wurde unter den mehrfach erwihnten Bedingungen soviel Ammoniak ab- 
gespalten, als wenn diese °/,, aus unversehrtem Insulin bestiinden. Das 
hier verwendete Pepsinpriiparat (Merck, in lamellis) enthielt nur 0,45°/, 
17 
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Stickstoff, der gréBtenteils durch das Filter geht und vom Insulinstickstoff 
abgezogen wurde. Der Versuch wurde mit genau dem gleichen Ergebnis 
wiederholt. DaB 40°/, des Stickstoffs zuriickblieben, bedeutet noch nicht, 
daB die Spaltstiicke, die diesen Stickstoff enthielten, etwa ein gréBeres 
Molekulargewicht hitten als die durch das Filter gegangenen. Denn die 
Dichte des Filters wurde so gewihlt, daB nach dreistiindiger Filtration */, 
des Stickstoffs durchgingen. Die dann eintretende Verstopfung der Poren 
verhindert die Filtration des Restes. Es gelingt leider nicht, diesen Riick- 
stand, der zum gréBten Teil in der Membran sitzt, zuriickzugewinnen. 


Der Versuch bedeutet, daB der Angriff des Pepsins zu Spalt- 
stiicken geringerer MolekulargréBe fiihrt, in denen die ammoniak- 
abspaltende Gruppe noch vorhanden ist. Ob die Inaktivierung 
des Insulins lediglich durch die Verkleinerung der Kette ver- 
ursacht ist, oder ob eine spezifische, an der Insulinwirkung un- 
mittelbar beteiligte Bindung aufgespalten wird, bleibt dahingestellt. 


3. Insulin und Trypsinkinase. 


Die vorangehenden Versuche haben gezeigt, daB Pepsin ohne 
Ammoniakabspaltung inaktiviert; die folgenden Experimente be- 


handeln dieselbe Frage an der Trypsinkinase. 

Vorversuche mit dem Ferment allein. Fiir die vor- 
liegenden Versuche erwies sich die Anwendung gut wirksamer 
Enzymlisungen mit mdglichst wenig Eigensubstanz als ratsam, 
da die Anwendung eines kiuflichen Pankreatinpriiparates im 
Leerversuch betriichtliche Ammoniakmengen lieferte (Gehalt an 
Ammonsalzen?). Wir erhielten eine gut wirksame Fermentlésung 


auf folzende Weise: 


100 g gemahlenes Trockenpankreas wurden mit 300cem Glycerin 
3 Tage lang bei Zimmertemperatur auf der Schiittelmaschine extrahiert. 
Die Suspension wurde als Vorrat im Kiihlschrank aufbewahrt (Toluol- 
zusatz). 100 cem dieser Suspension wurden mit Wasser verdiinnt, mit 
10 cem n/10-Essigsiiure versetzt und im Kiihlschrank filtriert. Das Filtrat 
war vollkommen klar. Glyceringehalt etwa 40°/). 

Trypsinbestimmung'): 1 cem, 2 Stunden: 2,5 cem n/5-Lauge. 

Die Fermentlésung war bereits vollstindig aktiviert, ihre Wirkung 
lieB sich durch Kinasezusatz nicht mehr steigern. Zunichst wurde die 
Ultrafiltrierbarkeit des Fermentes durch Stickstoffbestimmung und Verfolg 
der Wirksamkeit bei der Filtration untersucht. 

In der Literatur existieren zahlreiche Angaben iiber die Permeabilitat 
von Membranen fiir Trypsinkinase. Zuletzt hat Bechhold’) gefunden, 
daB das mit 10°/,igem Eisessig—Kollodium hergestellte Filter fiir das Enzym 
selbst durchliissig, fiir den Aktivator undurchlissig ist. Bechhold ver- 


1) R. Willstitter u. Mitarbeiter, Diese Z. 161, 209 (1928). 
*) H. Bechhold u. L. Keiner, Biochem. Z. 189, 1 (1927). 
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wendete kiufliche Pankreatinpriiparate. Wir erhalten an den wie oben 
hergestellten Fermentlésungen andere Ergebnisse. Die 10°/,ige Membran 
ist fiir unsere Trypsinkinase grébBtenteils undurchlissig. 

Der Glycerinauszug wurde zweimal durch Papierfilter filtriert, sodann 
durch Eisessig—Kollodiummembran bei 300 mm. Die Filtration wurde so- 
lange durchgefiihrt, bis die Fliissigkeit im Tiegel auf etwa '/,, eingedickt 
war. Es zeigte sich, daB sowohl der Stickstoffgehalt als auch die Wirk- 
samkeit sich im Tiegel anreicherten, d.h. das Ferment blieb mit Protein- 
substanz zum weitaus griBten Teil im Tiegel. Die Stickstoffbestimmung 
war wegen des hohen Glyceringehaltes schwierig. Aus zahlreichen Ver- 
suchen geben wir in folgender Tabelle ein Beispiel. 





a , ae Stickstoffgehalt 
Trypsinkinase allein Wirksamkeit (Mikro-Kjeldahl) 








Glycerinauszug 10 cem ..] 1lcem, 2":2,5 eemn/5 Lauge] 10,3 mg/10 cem 


Ultrafiltrat 9cem...... 1eem, 2°:0,26cem ‘s 4,5 mg/ 9eem 








Filtrationsriickstand 1 cem {0,1 cem, 2":3,7 eem in 7,0 mg/ 1cem 


Trypsinkinase ist demnach durch die angegebene Membran 
bis auf geringe Mengen nicht filtrierbar. Das Ferment bleibt zum 
allergréBten T'eil mit Proteinsubstanz in dem eingedickten Fil- 
trationsriickstand. 


Beispiel fiir einen Versuch mit Insulin und Trypsinkinase. Verwendet 
wurde Insulin Hochst mit 19 I. E. mg. Fermentlésung (i cem, 7 mg Stick- 
stoff). 0,1 cem, 2": 3,7 cem n/5-Lauge. 

Versuchsansatz I. 150 mg Insulin, gelést in 6 cem Wasser; Zusatz 
von 2ccem m/15 Citratpuffer (py = 8) und 1 ccm Fermentlésung; ferner 
n/5-NaOH und Wasser bis zum Gesamtvolumen von 12 cem und py = 8 
(NaOH im Vorversuch ermittelt); Toiuolzusatz; 37°: 15 Stunden. 

Die alkalimetrische Mikrotitration ergab nach 15 Stunden einen 
Aciditiéitszuwachs entsprechend etwa 5°/, Arinostickstoff, also weitgehende 
Aufspaltung. Sodann wurden 3ccm n/1-HCl zugesetzt und ultrafiltriert 
(10°/,ige Membran). Das Filtrat wurde in Eis gekihlt. Die Stickstoff- 
bestimmung im Filtrat (nach Mikro-Kjeldahl) ergab 19,6 mg Stickstoff. Die 
angewandte Fermentlésung enthielt 7 mg. Nimmt man an, dab die Hiilfte 
der Fermentsubstanz filtriert ist (vgl. dagegen obige Versuche iiber Filtrier- 
barkeit von Trypsinkinase), so bleibt fiir Insulin 19,6 — 3,5 = 16,1 mg Stick- 
stoff. Dies entspricht etwa 107 mg Insulin, das sind mehr als 80°/, der an- 
gewandten Insulinmenge (126 mg). 

Insulin wird demnach durch Trypsinkinase so stark auf- 
gespalten, daB es zu mehr als 80°/, filtrierbar wird durch Mem- 
branen, die fiir Insulin selbst undurchliissig sind. Der Rest- 
betrag von 20°/, ist durch methodische Fehler bedingt. Die 
Ammoniakbestimmung im Filtrat ergab zu grofe Leerwerte 
(0,5 °/,), so daB die mit n/30-Alkali bei 30° nach 24 Stunden 
hinzukommenden 0,05 °/, Ammoniak unsicher sind. 
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Dementsprechend wurde ein zweiter, kurz dauernder Versuch an- 
gesetzt: Ansatz wie bei Versuch I. 2 Stunden bei 37° belassen. Die Ti- 
tration ergab nach dieser Zeit bereits einen Acidititszuwachs entsprechend 
3,1°/, Aminostickstoff, also starke Hydrolyse und sichere Inaktivierung. 
Das Hydrolysat (11 cem mit 157,5 mg Insulin) wurde bei gew6hnlicher Tem- 
peratur durch 10°/,ige Membran filtriert, das Filtrat gekiihlt. Filtrations- 
dauer etwa 5 Stunden. Die Stickstoffbestimmung ergab im Gesamtfiltrat 
16,4 mg Stickstoff. Dies entspricht wiederum einer Filtrierbarkeit von an- 
nihernd 80°/,. 

Ammoniakbestimmung im Filtrat: Mit n/30-Alkali konnte nach 3 und 
24 stiindigem Stehen bei 30° kein Zuwachs an Ammoniak erhalten werden: 


Ammoniakwert zu Beginn. . . . . . . . 0,197%, 
" nach 3Stunden .... . 0,197, 
” ” 24 ” ° . . . . 0,218 °/,. 


Um festzustellen, ob das verwendete Insulinpriparat bei py 8 allein 
schon nennenswerte Ammoniakmengen liefert, wurde noch folgender Kontroll- 
versuch durchgefiihrt: 

80 mg Insulin gelést in Wasser, Zusatz von 1 ccm m/15-Citratpuffer + 
1,15 cem n/10-NaOH, zum Gesamtvolumen von 10 cem aufgefiillt. p,=8,0; 
87°; Toluolzusatz. 

Zur Ammoniakbestimmung wurden je 2 ccm = 16 mg Insulin ent- 
nommen. 


Es ergaben sich folgende Werte: 


Ammoniakanfangswert . . . . . . . . . 0,041°/, 
Ammoniakwert nach 18 Stunden . .. . . 0,044°/, 
» 5» 65 - os « «= « Ses of 


Bei py 8 und 37° spaltet Insulin allein kein meBbares Ammoniak ab. 


Der Versuch zeigt, daB wihrend der Hydrolyse durch Trypsin- 
kinase etwas Ammoniak und Spaltstiicke entstehen, aus denen 
unter den beim Insulin iiblichen Bedingungen durch Alkali kein 
weiteres Ammoniak abgespalten wird. Wabhrscheinlich wird .das 
Ammoniak wiihrend der Hydrolyse abgespalten, denn es findet 
sich in dem Hydrolysat geniigend freies Ammoniak (gegen 0,2°/,), 
das griBtenteils aus der alkaliempfindlichen Gruppe stammen 
kénnte. 


Es ist aber auch méglich, da8B dieses Ammoniak dbnlich wie bei der 
Behandlung des Insulins mit Siuren von Gruppen stammt, die mit der 
Wirksamkeit des Insulins nichts zu tun haben; dann miiBte allerdings die 
unwahrscheinliche Annahme gemacht werden, daB die alkaliempfindliche, 
ammoniakabspaltende Gruppe des Insulins in den unwirksamen Spaltstiicken 
der tryptischen Verdauung zwar noch vorhanden, aber alkalistabil ge- 
worden wiire. 


4. Insulinderivate und Trypsinkinase. 


Versuche zur Regenerierbarkeit tryptisch verdauter Derivate 
des Insulins (Acetylinsuline und nach Carr veresterte Insuline). 
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Die physiologische Wirksamkeit des Insulins kann durch 
Acetylierung und Veresterung unter milden Versuchsbedingungen 
aufgehoben und durch Kinwirkung von n/30-Alkali bei 0° teil- 
weise bzw. vollstiindig wiederhergestellt werden. 

Das Verhalten von Insulin zu Proteasen einerseits, seine 
Inaktivierung durch kleinste Mengen Benzopersiiure, Verhalten 
gegen verdiinntes Alkali unter Abspaltung von Ammoniak anderer- 
seits, lassen sich am besten mit der Annahme vereinbaren, dah 
das Insulinmolekiil aus einer EiweiBkette mit eingebauter wirk- 
samer Gruppierung oder Gruppierungen besteht, deren Wirksam- 
keit offenbar an das Vorhandensein der ganzen Kette gebunden 
ist. Die oben beschriebenen Versuche lassen darauf schlieBen, 
daB Trypsinkinase sowohl die ,,wirksame Gruppierung“ angreift, 
aus der sie Ammoniak abspaltet, als auch die Kette, die sie ver- 
kleinert. Es kénnte méglich sein, daB in den Acetyl- oder 
Ksterinsulinen die ,,wirksame Gruppierung“ gegen ‘l'rypsin be- 
stindig ist und als unversehrte Acetyl- oder Athylverbindung 
abgespalten wird, deren Regenerierung alsdann ins Auge gefaBt 
werden kénnte. 

Verwendete Insulinpriiparate: 

1. Ein hollindisches amorphes Insulin mit 9 1.E./mg. 


2. Ein Insulin Hochst mit 19 L.E./mg. 
3. Krystallisiertes Insulin Wellcome mit 25 I.E./mg. 


Die Acetylierung und Veresterung erfolgten unter den friiher an- 
gegebenen') Versuchsbedingungen. Ebenso erfolgte die Regenerierung 
unter den dort angegebenen Bedingungen. Die Stirke der einzelnen 
Priiparate vor und nach der Regenerierung mit bzw. ohne fermentativen 
Abbau ist aus der Tabelle zu entnehmen. 
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Die Stirke der einzelnen Priiparate wurde an je 12 Tieren festgestellt. 


1) 2. Mitteilung, Diese Z. 175, 6 (1928); 8. Mitteilung, Diese Z. 202, 147 (1931). 
*) Wie der Hauptversuch, aber mit abgekochter Fermentlésung. 


Stirke der acetylierten Insuline | Stirke der veresterten Insuline 
sp | Nach der Regenerierung so | Nach der Regenerierung 
=] a ean 
= i = } > i 

LE. /mg Es | ohne mit | ohne Bs | ohne mit | ohne 
be ? . a | ° 

& & | fermentative Verdauung | & & | fermentative Verdauung 

> Sb \— - ssnumennenaiy > Sp pineineipainemngeeni — 
= | | Haupt- Kontroll-| 3 Haupt- | Kontroll- 
m | ' — ' 

versuch versuch’) versuch versuch’®) 
15 0,05 | 0,21 0,03 0,19 | 0,06 0,73 0,20 0,60 
19 0,06 0,16 0,03 0,12 | 0 0,63 0,06 0,42 
25 | 0,02 0,20 | 0,02 0,16 | 0 0,48 0,02 | 0,44 
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Beispiel fiir die Trypsinkinaseverdauung. Die verwendete 
Fermentlésung wurde wie folgt bereitet: 50 ccm Glycerinsuspension von 
frisch bereitetem und extrahiertem Trockenpankreas wurden mit 100 ecm 
Wasser verdiinnt, zentrifugiert, das klare Zentrifugat mit 10 cem n/10-Essig- 
siiure versetzt, nach kurzem Stehen abermals zentrifugiert und das leicht 
getriibte Dekantat im Eisschrank filtriert. Das véllig klare Filtrat wurde 
auf dem Ultrafilter (10°/,ige Eisessig-Kollodiummembran) eingedickt auf 
etwa '/,, und so verwendet. Fermentbestimmung nach Willstitter und 
Mitarbeitern (a. a. O.). 


Vor der Ultrafiltration: 1 cem, 1°: 0,65 cem n/5-KOH. 
Nach der Ultrafiltration: 0,1 cem, 1°: 0,80 cem n/5-KOH. 


Zu jedem Hauptversuch wurde ein Kontrollversuch mit abgekochter 
unwirksamer Fermentlésung ausgefiihrt. Die hierbei sich ergebende Aciditiits- 
zunahme wurde von der des Hauptversuches in Abzug gebracht. Auf die 
Ermittlung des jeweiligen Endwertes der Verdauung wurde verzichtet, da 
die Aciditiitszunahme in den Kontrollversuchen nach etwa 5 Stunden be- 
triichtlich wurde, ferner die nach 6 Stunden festgestellte Aciditiéitszunahme 
eine weitgehende Hydrolyse der Insulinpriparate erkennen lieB. AuBerdem 
lieB der Versuch nachtriglicher Regeneration es ratsam erscheinen mit gut 
wirksamen Fermentpriparaten kurz dauernde Versuche durchzufiihren. 

Die Versuchsansitze wurden so durchgefiihrt, wie in der 9. Mitteilung') 
fiir Trypsinkinase und Insulin beschrieben. An Stelle von unverdindertem 
Insulin wurde acetyliertes oder verestertes Insulin verwendet. Als Beispiel 
sei die Ermittlung der Verdauungskurve von acetyliertem Insulin Wellcome 
genauer beschrieben: 

90 mg <Acetylinsulin werden in einigen Kubikzentimetern eiskaltem 
n/30-Alkali gelést; Zusatz von n/i0-HCl (deren Menge im Vorversuch er- 
mittelt wurde) und 1 cem Fermentlésung, so daB py = 8 war; mit Wasser 
auf ein Gesamtvolumen von 6,0 cem aufgefiillt; Toluolzusatz; 37°. Durch 
Entnahme von je 0,2 cem-Proben und Mikrotitration in alkoholischer Lésung 
wird die Acidititszunahme ermittelt. Die Umrechnung auf 100 mg ergibt 
die Zunahme des Aminostickstoffs”) in Prozenten. In gleicher Weise 
wird ein Kontrollversuch angesetzt und die Aciditit titrimetrisch bestimmt. 
Nach 6 Stunden wurden dem Haupt- und dem Kontrollversuch je 1 cem= 15 mg 
Acetylinsulin entnommen und zur Feststellung der Regenerierbarkeit bei 0° 
17 Stunden mit n/30-NaOH behandelt. Nach dieser Zeit wurde auf pq= 3 
zuriickgesiiuert und injiziert. 

Aus den Titrationskurven geht hervor, daB Trypsinkinase 
auch acetylierte und nach Carr veresterte Insuline weitgehend 
hydrolysiert. [Vgl. auch die entsprechende Wirkung von Pepsin 
auf Acetylinsulin.*)} Dabei werden die veresterten Priparate 
rascher verdaut als die acetylierten. Eine Regenerierung durch 
Alkali nach der Fermentwirkung erfolgt nicht. Da im Vergleichs- 


1) Diese Z. 202, 180 (1931). 
?) Vgl. 9. Mitteilung, Diese Z. 202, 161 (1931). 
‘) 4. Mitteilung, Diese Z. 180, 231 (1929). 
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versuch die Regenerierung in der friiher beschriebenen Weise ge- 
lingt, kann der Verlust der Regenerierbarkeit nur auf Ferment- 
wirkung zuriickgefiihrt werden. 

Das bedeutet, daB entweder die Wirksamkeit des Insulins 
keinen tiefgreifenden Abbau der Eiweibkette vertriigt, oder aber, dab 
die etwa abgespaltene acetylierte und veresterte ,,wirksame Grup- 
pierung“, sowie sie der schiitzenden Acetylierung oder Veresterung 
beraubt wird, durch das Versuchsmilieu sofort zerstért wird. 





& _ a T T T 


A, = Hollandisches Insulin verestert 
A, = Insulin Héchst verestert 


A,= Krystallisiertes Insulin verestert 
FP, = Hollandisches Insulin acetyliert 

B,= Insulin Hochst acetyliert 

B,= Krystallisiertes Insulin acetyliert 








Zunehme des Aninostickstoffs 2 % 











Fig. 2. 


Zwischen diesen beiden Moéglichkeiten lift sich naturgemiB 
keine Entscheidung treffen, doch scheint uns die erste Méglichkeit 
wahrscheinlicher zu sein. 


5. Insulin und Papain. 


Wir haben friiher beobachtet, daB die verschiedenen Insulin- 
priiparate dem nicht aktivierten Papain gegeniiber ein wechselndes 
Verhalten zeigten, indem manche von Papain nicht vollstindig 
unwirksam gemacht wurden. Es war die Frage zu kliiren, ob 
unter Umstiinden ein von Papain nicht weiter angreifbares blut- 
zuckersenkendes Spaltstiick iibrig bheb. Die Frage mu8 auf 
Grund der neueren Beobachtungen verneint werden. Die Versuchs- 
bedingungen waren dieselben wie friiher.') 100 mg Papain und 
100 mg Insulin suspendiert in insgesamt 20 ccm m/50-Dinatrium- 
citratlésung (p,, = 5). 

Zur Ergiinzung der friiheren Versuche, a. a. O. S. 174, Tab. I 
wird die unten angefiihrte Tabelle mitgeteilt, in der nur die End- 
werte nach geniigend langer Versuchsdauer (ungefiihr 150 Stunden) 


’) 9. Mitteilung, Diese Z. 202, 174 (1931). 
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angegeben sind. Auffallend ist, daB das hollandische Insulin 
(Versuch 1) ein sehr &hnliches Verhalten zeigt wie das mindestens 
doppelt so starke, einfach krystallisierte Insulin Wellcome (Ver- 
such 3) und daB jenes hollindische Insulin nach der Koagulation 
durch Salzsiiure!) (Versuch 2) vom Papain stiirker angegriffen wird 
als vorher. In den Versuchen 4 und 5 wurden Priparate von 
Squibb verwendet, und zwar das amorphe Handelspriparat und 
ein daraus hergestelltes, besonders gereinigtes Krystallisat. Auch 
diese beidén Priparate zeigen unter sich keinen nennenswerten 
Unterschied. Von den iibrigen Priiparaten unterscheiden sie sich 
durch eine sehr viel gréBere Resistenz gegeniiber Papain. Wir 
versuchen weiter unten, diese Erscheinungen zu erkliren. 

















, - Zunahme an ; Zer- 
Vere.- Insulinpriparat Zahl der Aminostick- Restwirk- stérung 
Nr. LE./mg | stoff in °/, samkeit in %/, 
1 Holl. Insulin 10 0,9 0,18 82 
; Salzsiiurekoagulat 
. v. holl. Ins. aS ” 0,00 std 
1mal kryst. Ins. ‘ 
3 Wilinasn 24 1,4 0,10 90 
4 Amorph. Squibb 14 1,0 0,40 60 
. Kryst. Squibb-Ins. an 
’ 2mal umkrystall. - ” — - 

















Bei einem zweimal umkrystallisierten Insulin (Versuch 5), das 
als amorphes Produkt von der Firma Squibb stammte, blieb die 
Einwirkung des Papains stehen bei einer Zunahme des Amino- 
stickstoffs von nur 0,8°/, und einer Schiidigung der physiologischen 
Wirksamkeit um ?/,. 

Wird zu einem solchen, zum Stillstand gelangten Ansatz 
ein amorphes Handelsinsulin zugegeben, so wirkt das Papain 
erneut schiidigend und aufspaltend. Wird zu einem Ansatz von 
Insulin und Papain, in dem die Reaktion zum Stillstand gekommen 
und noch !/, der Insulinwirksamkeit vorhanden ist, erneut Papain 
zugesetzt, so wird dieser Rest wiederum um etwa ?/, geschidigt. 
Dasselbe ist der Fall, wenn das Insulin nach teilweiser Schidi- 
gung aufgearbeitet und mit frischem Papain angesetzt wird. 

Setzt man zu einem Insulinpriiparat, das von Papain schwer 
hydrolysiert wird, von vornherein die fiinffache Menge des Fer- 


1) 5. Mitteilung, Diese Z. 187, 91 (1930) und 202, 131 (1931). 
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mentes zu, so bleibt nur noch '3/,, der urspriinglichen Wirk- 
samkeit. 

Das Ergebnis ist, daB bei der Einwirkung von nicht akti- 
viertem Papain auf Insulin keine Spaltstiicke entstehen, die noch 
physiologisch wirksam sind und nicht mehr weiter angegriffen 
werden kénnen. Mit geniigender Fermentmenge liBt sich jedes 
Priparat zerstéren. Andererseits zeigt sich deutlich, daB die 
verschiedenen Insulinpriiparate mit verschiedener Geschwindigkeit 
hydrolysiert und in ihrer physiologischen Wirksamkeit zerstort 
werden. Die Frage bleibt zuniichst offen, ob die Insulingemische 
aus Molekiilen bestehen, in denen die wirksame Gruppe mehr 
oder weniger leicht fiir Papain zugiinglich ist, oder ob die ver- 
schiedenen Insulinpriparate wechselnde Mengen einer Beimengung 
besitzen, durch welche das Papain aktiviert wird. Papain libt 
sich bekanntlich durch Schwefelwasserstoff, Giutathion und andere 
S-H-Verbindungen sowie durch Blausiiure aktivieren. Es wurde 
festgestellt, daB siimtliche Insulinpriiparate, auch die gegen nicht 
aktiviertes Papain teilweise resistenten, durch aktiviertes Papain 
rasch und vollstaindig unwirksam werden. 

Wie bei der Einwirkung von Trypsinkinase (vgl. oben), wird 
nach unseren friiheren Versuchen auch von Papain gleichzeitig 
mit dem Verschwinden der physiologischen Wirksamkeit des 
Insulins etwas Ammoniak abgespalten.’) Die Menge entspricht 
auch hier ungefaihr derjenigen, die mit Alkali aus intaktem 
Insulin abgespalten wird (gegen 0,2°/,). Ks ist wahrscheinlich, 
daB dieses fermentativ abspaltbare Ammoniak identisch ist mit 
dem durch Alkali abspaltbaren, weil in der Reaktionsmasse durch 
nachtrigliche Behandlung mit Alkali unter den beschriebenen 
Bedingungen kein weiteres Ammoniak mehr abgespalten wird, 


6. Zusammenfassung. 


Bei der Ultrafiltration von Handelsinsulin*) erwies sich das 
gesamte Material als hochmolekular. Es wurden keine Anzeichen 
fiir kleinere Molekiile gefunden; dadurch fallt fiir die von 
Kk. Laqueur und E. Dingemanse®) vermuteten Insulinfraktionen 
von héherer Wirksamkeit als krystallines Insulin eine Méglichkeit 


) 9. Mitteilung, Diese Z. 202, 177 (1931). 

*) Da8 im krystallisierten Insulin die Fraktion von E. Dingemanse 
nicht vorkommen kann, halten wir fiir selbstverstiindlich. 

5) Arch. f. exper. Path. 128, 44 (1928); Arch. Neerland. de Physiol. de 
"homme 12, 259 (1927). 





960 Karl Freudenberg, Emil Weiss und Helmut Eichel, 


der Erklirung fort, die darin bestand!), daB Fraktionen mit kiir- 
zerer Proteinkette existieren kénnen. 

Acetylinsulin, auch wenn es nach dem friiheren?) energischen 
Acetylierungsverfahren hergestellt ist, wird sowohl von Pepsin?) 
wie von Trypsinkinase unter Zuwachs von Aminostickstoff an- 
gegriffen und der Regenerierbarkeit beraubt. Auch durch Ver- 
esterung inaktiviertes Insulin wird durch Trypsinkinase ebenso 
verindert. Die Fermente greifen also das teilweise -acetylierte 
Protein an; Acetylierung oder Veresterung schiitzen die wirksame 
Gruppe nicht. Der Angriff besteht entweder in der Lésung be- 
stimmter Peptidbindungen innerhalb der wirksamen Gruppe oder 
solcher Peptidbindungen der Kette, die beliebiger Art sein kénnen, 
aber nétig sind, um der wirksamen Gruppe zur physiologischen 
Funktion zu verhelfen. Im letzteren Falle kénnte auch, was aber 
unwahrscheinlich erscheint, die wirksame Gruppe abgetrennt 
werden, um alsdann bei der regenerierenden Einwirkung des 
Alkalis wegen Fehlens der schiitzenden Proteinkette der Zer- 
stérung zu verfallen. 

Aktiviertes Papain zerstért rasch jedes Insulinpriparat. Nicht 
aktiviertes Papain diirfte deshalb verschiedenartig auf die diversen 
Insulinpriiparate wirken, weil diese wechselnde Spuren von Akti- 
vator enthalten kiénnen. Wirksame Bruchstiicke, die von Papain 
nicht weiter angegriffen werden, gibt es nicht. 

Die Beobachtungen iiber das abspaltbare Ammoniak, die 
in den friiheren Arbeiten gewonnen waren‘)5), sind durch die 
voranstehende*) und diese Untersuchung erweitert worden. Sie 
lassen sich zu folgender Ubersicht zusammenfassen: 

Mit verdiinnter Siure wird in der Hitze ohne Schidigung 
der Insulinwirkung 0,5°/, Ammoniak abgespalten.®) Dieser Betrag 
entstammt nicht der wirksamen Gruppe, denn diese gibt aus dem 
unveriindert aktiven Salzsiurekoagulat wie aus intaktem Insulin 
mit verdiinntem Alkali 0,16°/, Ammoniak ab.‘)5) Hierbei wird 
das Insulin unwirksam, ohne eine Veriinderung des urspriinglichen 
Aminostickstoffs (1°/,) zu erleiden. Die alkalilabile, ammoniak- 
abspaltende Gruppe interessiert uns hier. Wir wollen sie ohne 





1) 10. Mitt., Diese Z. 202, 198 (1931). 

2) 2. Mitt., Diese Z. 174, 1 (1923). 

8) W. Dirscherl, Diese Z. 180, 217 (1928). 
4) 5. Mitt., Diese Z. 187, 89 (1930). 

5) 8. Mitt., Diese Z. 202, 128 (1931). 

6) 11. Mitt. voranstehend. 
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nihere Kennzeichnung alkalilabile Stickstoffgruppe nennen. Ks 
ist so gut wie sicher, daB diese gleiche Gruppe auch wihrend 
der proteolytischen Zerstérung des Insulins durch Papain und 
Trypsinkinase als Ammoniak abgespalten wird!)*), und es ist 
sogar denkbar, da die Zerstérung der Insulinwirkung durch 
diese Fermente, die sich neben dem proteolytischen Abbau, aber 
rascher als diner, vollzieht, in dem Angriff auf die alkalilabile 
Stickstoffgruppe besteht. Pepsin, das gleichfalls Insulin proteo- 
lytisch inaktiviert, greift diese alkalilabile Stickstoffgruppe nicht 
an; sie findet sich in den unwirksamen Spaltstiicken unver- 
iindert vor. 

Schwefelwasserstoff inaktiviert das Insulin bei 34° in schwach 
saurer Lisung, ohne die alkalilabile Stickstoffgruppe anzugreifen. 
Das gleiche gilt fiir Cystein und andere Thiole in neutraler Lisung. 

Oxydationsmittel wie Benzopersiiure*) oder Wasserstotiper- 
oxyd*) veriindern, wihrend sie das Insulin inaktivieren, auch die 
alkalilabile Stickstoffgruppe. Unter den Bedingungen, die am 
intakten Insulin 0,16°/, Ammoniak ergeben, wird nach der Oxy- 
dation von Alkali nur die Hialfte des Ammoniaks abgespalten. 
Natriumamalgam spaltet in saurer Liésung, wiihrend es das In- 
sulin inabaiaert, die Hilfte des aus der alkalilabilen Stickstoff- 
gruppe erhiltlichen Ammoniaks ab; die andere Hilfte wird bei 
der nachfolgenden Alkalibehandlung des unwirksamen Reduktions- 
produktes erhalten.*) 

Die Ergebnisse der Oxydation und Reduktion haben zu der 
Annahme gefiihrt, daB aus der alkalilabilen Stickstoffgruppe 
2 Molekiile Ammoniak (je 0,08°/,) abgespalten werden und daB 
daher dieser Betrag die Grundlage zur Berechnung des Aquivalent- 
gewichts des Tnisuline (20000) abgeben mu. Wir nennen es bis 
auf weiteres das Molekulargewicht des Insulins.®) Die Versuche 
mit Benzopersiure und Cystein stehen mit dieser Zahl in Ein- 
klang. 

Bei der Inaktivierung des Insulins durch Formaldehyd wird 
die Menge des alkalilabilen Stickstoffs gleichfalls auf die Hilfte 
herabgesetat; also reagiert dieser Teil der wirksamen Gruppe 


‘) 8. Mitt., Diese Z. 202, 128 (1931). 

*) Diese Z.1 12. Mitteilung. 

3) 11. Mitt., voranstehend. 

‘) 8. Mitt., Diese Z. 202, 128 (1931). 

5) Uber die Beschaffenheit des Insulinmolekiils vgl. unsere Notiz, 
Diese Z. 204, 233 (1932). 
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mit Formaldehyd. Von den 1,3—1,4°/, nach Sérensen titrier- 
baren Aminostickstoffs wird hierbei weniger als 0,25°/, umgesetzt.}) 
Wir sind der Ansicht, daB diese Reaktion des Aminostickstoffs nichts 
mit der wirksamen Gruppe zu tun hat; denn auch der nach van 
Slyke bestimmbare Amuinostickstoff (1°/,) gehért nicht der wirk- 
samen, d. h. alkalilabilen Stickstoffgruppe an.*) Der Umsatz 
der letzteren Gruppe mit Formaldehyd ist mit der Titration nach 
Sérensen iiberhaupt nicht erfaBbar, wie das bei Siureamiden 
oder Peptidstickstoff der Fall ist. 

Man kann. sich fragen, ob die Inaktivierung durch Form- 
aldehyd neben dem wahrscheinlich gemachten Angriff auf die 
wirksame Gruppe auch mit einer fiuBerlich allerdings nicht hervor- 
tretenden Verinderung des gesamten Proteins zusammenhingt. 

Die Acetylierung erfabt einen Teil (0,4°/,) des nach van 
Slyke bestimmbaren Aminostickstoffs des urspriinglichen Insulins, 
das 1°/, freien Aminostickstoff enthilt. Diese Reaktion hat mit 
der Inaktivierung anscheinend nichts zu tun. Der Teil der 
Acetylierungsreaktion, der die Wirksamkeit aufhebt, scheint sich 
auf die Acetylierung von (Phenol-?) Hydroxyl zu beschrianken und 
die alkalilabilen Stickstoffgruppen unverindert zu Isssen. Auch 
diese Beobachtung wiirde mit Amid- oder Peptidstickstoff in der 
wirksamen Gruppe in Kinklang stehen. Ob die inaktivierende 
Wirkung der Acetylierung auf der Verinderung der Kette oder 
der wirksamen Gruppe beruht, ist unentschieden. 

In einer Mitteilung iiber die Synthese von Amidinen haben 
wir kurz erwihnt, daB wir uns dieser Kérperklasse im Hinblick 
auf das Insulin zugewandt haben.*) Wir wollen es bei der An- 
deutung bewenden lassen, daB fiir die alkalilabile Stickstoffgruppe 
auBer Siiureamid auch Amidin in Erwigung gezogen werden 
kann. Die wirksame Gruppe diirfte auBerdem noch Peptidstick- 
stoff enthalten. 


1) 11. Mitt., voranstehend. 

*) 8. Mitt., Diese Z. 202, 128 (1931). 

5) Ber. chem. Ges. 65, 1183 (1932). Auf den médglichen Zusammen- 
hang von Amidinen und Insulin ist H. Eiche! in seiner Dissertation (Heidel- 
berg 1932) niher eingegangen. 
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Hydroxylapatit, der Hauptbestandteil 
der anorganischen Knochen- und Zahnsubstanz. 


Von 


R. Klement und G. Trémel. 
Mit 3 Figuren im Text und auf Tafel II und III. 





(Aus der anorganischen Abteilung des Chemischen Instituts der Universitat Frankfurt 
und aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Eisenforschung, Diisseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Oktober 1932.) 


Im Jahre 1929 wurde von dem einen von uns?) aus Analysen 
von anorganischer Knochensubstanz und insbesondere aus Lisungs- 
versuchen dieses Stoffes geschlossen, dai die Hauptmenge der an- 
organischen Knochensubstanz aus einem basischen Calciumphosphat 
von der Zusammensetzung 3 Ca, P,O,- Ca(OH), bzw. Ca, ,(PO,),(OH),?) 
besteht, das im folgenden als Hydroxylapatit bezeichnet wird, 
wihrend Calciumecarbonat nur in untergeordnetem Mafe_ vor- 
handen ist. 

In der Zwischenzeit sind durch Untersuchungen des anderen 
von uns%), die von ganz anderen Gesichtspunkten ausgingen, die 
Verhiltnisse im Gebiet der Calciumphosphate und der Apatite 
mit Hilfe réntgenographischer Verfahren anfgeklirt worden. Dabei 
hat sich ergeben, daB die bei den Calciumphosphaten bestehenden 
Unklarheiten und Widerspriiche* behoben werden kénnen, wenn 
man den bisher kaum beachteten Hydroxylapatit in Rechnung 
zieht. So bestehen z. B. die aus wabriger Lisung ausfallenden 
schwerléslichen Calciumphosphate nicht wie bisher immer an- 
genommen aus tertiirem Phosphat Ca,P,O,, sondern aus Hydr- 


1) R. Klement, Diese Z. 184, 132 (1929). 

*) Die zweite Schreibweise verdient den Vorzug, da sie dem Ergebnis 
der Krystallstrukturuntersuchung Rechnung triigt und da die erste sehr 
hiufig zu der falschen Annahme AnlaB gegeben hat, daB im Apatit das 
Molekiil Ca(OH), bzw. CaF, vorhanden sei. 

‘) G. Trémel, Z. physik. Chem. Abt. A 158, 422 (1932); ders. u. 
H. Moller, Z. anorg. u. allg. Chem. 206, 237 (1932). 

‘) Vgl. z. B. H. Danneel u. W. Frohlich, Z. anorg. u. allg. Chem. 
188, 14 (1930); Z. Elektrochem. 36, 302 (1930). 
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oxylapatit Ca, (PO,),(OH),. Diese Ergebnisse iiber die Bedeutu 
des Hydroxylapatits sind von M. A. Bredig, H. H. Franck w 
H. Fiildner’) und yon A.Schleede, H.Schmidt und H. Kindt* 
bestitigt worden. Die Letztgenannten konnten weiter noch zeigen, 
da iiberhaupt bei der Hydrolyse aller Calciumphosphate sich 
immer der Hydroxylapatit bildet, der damit in wiBbriger Liésung 
das allein bestiindige Phosphat ist. Ca,P,O, dagegen ist un- 
bestandig, worauf schon H. Bassett*) und R. Klement?) hin- 
gewiesen haben. 

Bei diesem Stand der Kenntnisse wurde G. Trémel durch 
H. Tammann Gottingen angeregt, die Frage nach der Zu- 
sammensetzung der anorganischen Knochensubstanz zu _ unter- 
suchen, um die medizinisch wichtigen Fragen der Veriinderung 
bei Erkrankungen zu kliren.  JBeriicksichtigt man die eben 
geschilderten Beziehungen bei den Calciumphosphaten und ferner 
die T'atsache, da sich die Knochenbildung im K6rper im wif- 
rigen Medium vollzieht, so ergibt sich mit groBer Wahrscheinlich- 
keit, daB hier wieder der Hydroxylapatit vorliegen wird. Da 
andererseits kurz danach R. Klement vorschlug, die von ihm 
analytisch behandelten Knochensubstanzen auch réntgenographisch 
zu priifen, um zu klairen, ob der Hydroxylapatit oder das von ihm 
auf Grund von analytisch ausgewerteten Modellversuchen®) an- 
genommene halbbasische Calciumphosphat 6Ca,P,O,-Ca(/OH), vor- 
liegt, wurden diese Fragen in einer gemeinsamen Arbeit be- 
handelt. Uber die Ergebnisse soll nachstehend berichtet werden, 
wobei aber die Frage der krankhaften Veriinderungen der Knochen- 
substanz auBer acht gelassen werden muBte. 

Nach dem Pulververfahren wurden mit ungefilterter Kupfer- 
K-Strahlung (Kameraradius 28,6 mm) R6éntgenaufnahmen von 
Menschen-, Rinderknochen und -Zahnriickstiinden®) hergestellt. 
Die erhaltenen Bilder zeigen iibereinstimmend die Struktur eines 


1) Z. Elektrochem. 38, 158 (1932). *) Ebenda 38, 633 (1932) 

3) J. chem. Soe. London 111, 638 (1917). *) Diese Z. 196, 140 (1931). 

5) Diese Z. 196, 140 (1932). 

®) Die anorganische Substanz der Knochen wurde nach dem Ver- 
fahren von S. Gabriel [diese Z. 18, 281 (1894)] gewonnen mit der Ab- 
iinderung, dab die entfetteten Knochen in 3 mm dicke Streifen zersiigt, 
8 Stunden lang unter RiickfluB mit einem Gemisch aus gleichen Gewichts- 
teilen Glycerin und 6°/,iger Kalilauge gekocht wurden. Nach sorgfiiltigem 
Auswaschen mit Wasser und dann mit Alkohol wird der Knochenriickstand 
an der Luft getrocknet. Man erhilt nach diesem Verfahren den Riickstand 
mit Sicherheit als rein weiBes, in Siuren klar lésliches Pulver. 
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‘natits an, wie dies aus Fig. 1, Taf. II ersichtlich ist, in der 
“‘nter a) zum Vergleich das Diagramm des Hydroxylapatits ab- 


‘gebildet worden ist. Die geringere Schiirfe der Linien bei den 


Knochenriickstiinden erklirt sich durch die geringere Teilchen- 
griBe gegeniiber den gréBeren Krystalliten des aus einem ge- 
schmolzenen Produkt gewonnenen Hydroxylapatits.') Die gleiche 
TeilchengréBe und damit Linienschiirfe liBt sich erreichen, wenn 
die Knochensubstanzen gegliiht werden. Fig. 1d, Taf. II zeigt 
das nach dem Gliihen bei 600° erhaltene Diagramm. 


Das Auftreten eines Apatitdiagramms und die VergréSerung 
der Teilchen beim Gliihen stimmen mit dem Ergebnis einiger 
friiherer Untersuchungen iiberein.?) Es ist nunmehr zweifelsfrei 
erwiesen, daB ein Apatit vorliegt. Da es aber eine ganze Anzahl 
von verschiedenen Apatiten gibt, wie Chlor-, Fluor-, Hydroxyl- 
und eventuell Carbonatapatit Ca,,(PO,),CO,, muB entschieden 
werden, um welche Verbindung der Apatitgruppe es sich hier 
handelt. Da nun, wie schon friiher gezeigt!), die einzelnen 
(lieder zwar geringe, aber sehr charakteristische Unterschiede 
im Réntgendiagramm zeigen, lag es nahe, auch diese Frage durch 
die Réntgenaufnahmen zu kliiren. Dabei machte sich aber die 
geringe TeilchengréBe stérend bemerkbar, da die hierdurch be- 
dingte Unschiirfe der Linien die Unterschiede nicht hervortreten 
laBt. Nach dem Gliihen liegt aber zweifelsohne Hydroxylapatit 
vor, wie in Fig. 1d, Taf. II gezeigt ist. Da aber die Méglichkeit 
besteht, daB die Knochensubstanz beim Gliihen nicht unwesent- 
lich veriindert wird, ist dieser SchluB nicht vollkommen sicher. 


Auf Grund der analytisch ermittelten Zusammensetzung kénnen 
aber fiir den Fall des Knochens der Chlor- und Fluorapatit aus- 
geschieden werden, so daf nur noch Hydroxyl- und Carbonat- 
apatit in Frage kommen. Der Carbonatapatit ist auch schon 
haufig als Hauptbestandteil der Knochensubstanz angesprochen 
worden. Da aber R. Klement’) gezeigt hat, daB beim Schiitteln 
der Knochensubstanz mit Wasser reichlich Carbonat gleichzeitig 
mit Natrium und Magnesium in Lisung geht, kann man nur an- 
nehmen, daB das Carbonat nicht mit dem Calciumphosphat 
verbunden ist, sondern als Beimengung vorliegt. Man kann daher 


1) G. Trémel u. H. MGller, a.a. O. 

*) W. F. de Jong, Rec. Trav. chim. Pays-Bas et Belge (Amsterdam) 45, 
445 (1926); Roseberry, Hastings u. Morse, J. of biol. Chem. 2, 395 (1981). 

5) Diese Z. 184, 132 (1929). 
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auch hier schlieBen, daB der Carbonatapatit nicht als Bestandteil 
der anorganischen Knochensubstanz in Frage kommt, so dab 
allein aus dem Auftreten des charakteristischen Apatitdiagramms 
auf den Roéntgenbildern geschlossen werden kann, dab Hydroxyl- 
apatit vorliegt. 

Die Bildung des Carbonatapatits durch Reaktion von gefilltem Calcium- 


phosphat mit Calciumcarbonat unter hohem Kohlendioxyddruck bei Tempe- 
raturen bis zu 1300° hat W. Eitel') beschrieben. Da aber fiir die Ver- 


bindung 3Ca,P,0,-CaCO, die gleichen krystallchemischen Uberlegungen 
anzuwenden sind, die G. Trémel friiher fiir den Fall des Oxyapatits 
3Ca,P,0,-CaO durchgefiihrt hat”), erscheint es notwendig, eine réntgeno- 
graphische Priifung der bei dieser Synthese erhaltenen Produkte durch- 
zufiihren. Beim Oxyapatit konnte gezeigt werden, daB aus Griinden der 
Raumbeanspruchung der Krystallbausteine fiir eine solche Verbindung nicht 
ohne weiteres eine dem Apatit entsprechende Struktur zu erwarten ist. Sie 
wiire infolgedessen nicht mehr als Apatit zu bezeichnen. In der Tat ergab 
sich, dab es einen derartigen Apatit nicht gibt, obwohl er friiher auf Grund 
analytischer Untersuchungen angenommen worden war.’) 

Da die Zihne nun aber Fluor enthalten sollen, besteht dic 
Méglichkeit, daB wir es bei diesen Substanzen wenigstens teil- 
weise mit dem Fluorapatit Ca,,(PO,),F, zu tun haben. Die An- 
gaben iiber den Fluorgehalt der Zihne*) schwanken zwischen 
0,03 und 0,36°/, F. Gabriel hat in einer sehr sorgfiltigen und 
kritischen Arbeit gezeigt, daB der Fluorgehalt der Zihne wahrschein- 
lich unter 0,1°/, hegt. Fiir reinen Fluorapatit werden 3,77°/, F 
verlangt, so daB bei den Ziihnen sicher kein reiner Fluorapatit 
vorliegen kann, sondern nur Mischkrystalle zwischen Hydroxyl- und 
Fluorapatit, falls nicht in besonderen Teilen, etwa dem Schmelz, 
eine Anreicherung des Fluors eintreten sollte. Bemerkenswerter- 
weise zeigt der bei 800° gegliihte Rinderzahnriickstand voll- 
kommene Ubereinstimmung mit dem Hydroxylapatit, so daB in 
diesem Fall wieder nur diese Verbindung vorliegt. Die Frage 
nach dem Vorhandensein von Fluorapatit in den Zihnen mub 
deshalb an neuem Versuchsmaterial gepriift werden, wozu die 
Vorarbeiten bereits im Gange gind. 

Im Gegensatz zu Henschen, Straumann und Bucher’ 


') Schr. d. Konigsberg. Gelehrten-Ges. 1924, S. 168. 


4) a. a. O. 

‘) Durch eine freundliche Mitteilung von Herrn Prof. Eitel erfahren 
wir, daB er zur Zeit diese Untersuchungen durchfihrt. 

*) S$. Gabriel, a.a.0.; A.Jodlbauer, Z. Biol. 41, 487 (1901) und 
44, 259 (1903). 

‘) Z. f. Chirurgie 236, 485 (1932). 
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finden sich auf unseren Réntgendiagrammen keine Andeutungen fiir 
die Linien des Calciumcarbonats. Diese Tatsache erscheint aber 
nicht verwunderlich, da Calciumcarbonat nur in sehr geringer 
Menge im Knochenriickstand vorhanden ist. 

Die réntgenographische Untersuchung des Knochen- 
riickstandes bestitigt also in vollem Umfange die im Jahre 
1929 aufgestellte Behauptung, nach der der Knochen- 
riickstand in der Hauptsache aus Hydroxylapatit bzw. 
basischem Calciumphosphat Ca,,(PO,),(OH), besteht. 

Bei Modellversuchen’) iiber die Bildung des Hydroxylapatits 
unter den Bedingungen des lebenden Kérpers ergab es sich, dab 
der durch Hydrolyse von sekundirem Calciumphosphat CaHPO,- 
2H,O gebildete Hydroxylapatit in phosphathaltigen Lisungen 
seine Zusammensetzung iindert. Er geht unter Aufnpahme von 
Phosphat in einen Stoff iiber, dessen Zusammensetzung sich der 
Formel 6Ca,P,O,-Ca(OH), annihert, die einem ,,halbbasischen“ 
Calciumphosphat entspricht. Auf Grund dieses Befundes wurde 
auf die Méglichkeit der Bildung dieser Verbindung im Knochen 
zeschlossen. 

Bei der Untersuchung der gefiallten Hydroxylapatite beob- 
achteten Trémel und Méller?) eine durchaus ‘hnliche Erschei- 
nung. Durch réntgenographische Verfolgung dieses Vorganges 
der Phosphatanreicherung im Hydroxylapatit konnten sie ihn als 
Adsorption von Phosphat an der Oberfliiche des Hydroxylapatits 


_ deuten. Es entsteht dabei keine neue Verbindung, wie auf den 


von ihnen veréffentlichten Réntgendiagrammen zu erkennen ist. 
Krst beim Gliihen liefern solche Priparate Gemenge aus Hydr- 
oxylapatit mit tertiérem Calciumphosphat Ca,P,O0,, und zwar in 
der 8-Modifikation. 

Zur Priifung dieser Frage in Hinsicht auf die Bildung von 
Hydroxylapatit im Kérper wurden die friiher von Klement’) 
beschriebenen Versuche wiederholt. Reiner Hydroxylapatit wurde 
mit Phosphatpufferlésungen verschiedener Siiurestufen unter regel- 
maiBiger Erneuerung der Lésungen drei Wochen lang geschiittelt. 
Das Verhiltnis Ca: PO,, das fiir Hydroxylapatit 1:0,60 betrigt, 
indert sich durch Aufnahme von PO,, wie dies in Fig. 2 dar- 
gestellt ist. Auf der Abszisse ist die Zeit in Tagen, auf der 


Ordinate das Verhiltnis Ca: PO, im Reaktionsprodukt auf- 


') R. Klement, a. a. O. Fa a 0. 
) a. a. O. 
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getragen. Zu Anfang ist die Adsorption stark, dann strebt das 
Verhiltnis unter kleinen Schwankungen einem Mittelwert von 
1:0,62 bis 1:0,63 zu, der etwa dem ,,halbbasischen“ Calcium- 
phosphat entspricht. Aus den in Fig. 3, Taf. III gegebenen 
Réntgendiagrammen ersieht man, dab die Struktur des Hydroxyl- 
apatits unveriindert geblieben ist, daB sich also keine neue Ver- 
bindung gebildet hat. Werden die Adsorptionsprodukte gegliht, 
dann tritt das adsorbierte Phosphat mit dem Hydroxylapatit in 
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Fig. 2. Adsorption von PO,’ an Hydroxylapatit. 


Reaktion, und es bildet sich zum Teil tertiires Calctumphosphat, 
dessen Linien im Roéntgendiagramm auftreten (Fig. 3e, Taf. IL). 
Bei der Knochenbildung im Kérper wird diese Absorption 
eine geringe oder gar keine Rolle spielen, da die Phosphat- 
konzentration im Serum klein ist gegeniiber der in Phosphat- 
puiferlésungen.!) Bei Modellversuchen wird die Adsorption da- 
gegen zu beriicksichtigen sein, wie sich aus folgendem ergibt. 
Wenn sekundires Calciumphosphat CaHPO,-2H,O, das 
nach Kramer und Shear?) als erstes Abscheidungsprodukt bei 
der Knochenbildung anzusehen ist, mit Tyrodelésung behandelt 
wird’), so entsteht Hydroxylapatit, wie das Réntgendiagramm, 
Fig. 3y, Taf. III, zeigt. Aus der Analyse ergibt sich ein kleiner 
Gehalt an Calciumcarbonat. In diesem Versuch gelingt es also, 


1!) Bei der Betrachtung dieser Verhiiltnisse ist es ohne Belang, ob es 
sich im einzelnen um H,PO,’, HPO,” oder PO,’” handelt. 

*) J. of biol. Chem. 79, 125 (1928). 

3) R. Klement, a. a. O. 
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modedmaBig in vitro zu ,,.Knochenriickstand“ zu gelangen, der 
weitgehend dem natiirlichen dhnelt. Nur darin weicht er vom 
natiirlichen ab, daS der darin enthaltene Hydroxylapatit cine 
gréBere Menge Phosphat adsorbiert hat, wodurch das Verhiiltnis 
Ca: PO, zu einem fiir Knochenriickstand zu hohen Wert ver- 
schoben wird, und daB der Wassergehalt ein etwas héherer ist. 
Nur durch die réntgenographische Untersuchung zusammen mit 
der analytischen konnten diese Verhiiltnisse geklirt werden. 

AbschlieBend kann jetzt tiber die Bildung der anorgani- 
schen Knochensubstanz im Korper und iiber ihre Zu- 
sammensetzung folgendes mit Sicherheit gesagt werden: Bei 
der Knochenbildung wird zuerst sekundiires Calciumphosphat 
CaHPO,-2H,O dadurch abgeschieden. da’ das Léslichkeits- 
produkt dieses Stoffes iiberschritten wird. Das tritt dann ein, 
wenn durch die von Robinson‘) festgestellte Phosphatase die 
organischen Phosphorsiureester des Serums nach der Gleichung 
R-O-PO,H, + H,O = R-OH + HPO,’ + 2H’ gespalten werden und 
dadurch die HPO,”-Konzentration erhéht wird. Die HPO,’- 
lonen verbinden sich mit den vom Knochengewebe adsorbierten 
oder gebundenen Ca’-[onen?) zu sekundiirem Calciumphosphat. 
Dieses wird schnell zu Hydroxylapatit der Zusammensetzung 
Ca,.(PO,), (OH), hydrolysiert, wihrend gleichzeitig cine kleine 
Menge Calciumcarbonat entsteht. Dieses und die im Knochen- 
riickstand stets vorhandenen Carbonate, Bicarbonate und Chlo- 
ride des Natriums, Kaliums und Magnesiums sind als natiirliche 
Beimengungen zur Knochenstiitzsubstanz zu betrachten. Als 
diese selbst fungiert nur der Hydroxylapatit in ciner Menge von 
durchschnittlich 90°/, im Knochenriickstand.*) 


1) Biochemic. J. 17, 286 (1923). 
*) Schwarz, Eden u. Hermann, Biochem. Z. 149, 100 (1924); 
Pfaundler, Jahrb. f. Kinderheilkunde 60, 123 (1904); Freudenberg u. 
Gyoérgy, Biochem. Z. 110, 299 1920); 115, 96 (1921); 118, 50 (1921). 
3) Klement, Diese Z. 184, 134 (1929). 














Beitrag zur Frage von der Jodverflichtigung 


bei den Laminariaarten. 
Von 


Svante Suneson. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Universitat Lund, Schweden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. November 1932.) 


Wiihrend der letzten Jahre ist in der wissenschaftlichen 
Literatur mehrmals die Frage iiber die Jodverfliichtigung bei den 
Laminariaarten erértert worden. Dangeard (1928) hat nach- 
gewiesen, dab der Thallus von Laminaria die Fihigkeit hat, 
freies Jod abzugeben, eine Erscheinung, die er ,,lodovolatilisation* 
nennt. Das freie Jod wurde durch ein an den Thallus gelegtes 
Stiick Bristolpapier, das Stiirke enthilt, nachgewiesen. In einer 
spiiteren Arbeit (1929) hat Dangeard niher iiber seme Unter- 
suchungen berichtet. Er machte seine Experimente u. a. teils 
mit festsitzenden, mehr oder weniger tief unter der Wasserfliche 
verankerten Exemplaren, teils mit an der Ebbe ganz bloBgelegten 
Exemplaren und teils mit abgeschnittenen Thallusstiicken. Und 
in allen Fiillen beobachtete er eine Jodverfliichtigung. Seine 
Untersuchungen sind hauptsiichlich an der Westkiiste Frankreichs, 
aber auch an den Kiisten von Norwegen, Jan Mayen und Island 
ausgefiihrt worden. 

An der schwedischen Westkiiste hat Kylin in den Jahren 
1929—1931 versucht, die Jodverfliichtigung nachzuweisen. Bei 
seinen Experimenten benutzte er ein mit Stiirkelésung im Meer- 
wasser eingetriinktes Filtrierpapier. Unter normalen Verhiltnissen 
konnte er aber keine Jodverfliichtigung nachweisen. Nur unter be- 
sonderen Bedingungen (bei Behandlung mit destilliertem Wasser, mit 
cinerschwach sauren Lésung, mit Ather oder Chloroform oder bei einer 
etwas héheren Temperatur) beobachtete er eine Jodvertliichtigung. 

Um Dangeards Resultate zu erkliiren, nahm Kylin (1929) 
an, da das von jenem Forscher benutzte Bristolpapier Jodide 
hiitte enthalten kénnen. Aus diesen kinnte freies Jod durch die 
Wirkung einer aus den Epidermiszellen ausgeschiedenen Jodid- 
oxydase abgespaltet werden. Dangeard (1930) hat aber gezeigt, 
daB sein Papier keine Jodide enthielt. Spiiter wurde von Kylin 
(1930) angenommen, daB die schwach saure Reaktion des Bristol- 
papieres dic Resultate Dangeards erkliiren kénnte. Dangeard 
(1930) hat aber auch mit demselben Ergebnis Bristolpapier be- 
nutzt, das er yorher bis zu neutraler Reaktion ausgewaschen hatte. 
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Trotz der Kritik gegen Dangeards Angaben, hat Kylin in- 
dessen die Méglichkeit einer Jodverfliichtigung an der franzésischen 
Westkiiste nie geleugnet. Er erwihnt zwei Umstiinde, die viel- 
leicht die Erscheinung bedingen kéinnten. ‘Teils sind die Lami- 
nariaarten im Atlantischen Meere und in der Nordsee jodreicher 
als an der schwedischen Westkiiste, teils sind die Lebensbedingungen 
an der franzésischen Westkiiste durch die Gezeiten ganz andere 
als an der schwedischen Westkiiste. 

Wenn ich jetzt einen Beitrag zur Lisung dieser Frage lietere, 
so ist es teils, weil ich im Jahre 1931 Kylins Experimente ge- 
sehen habe, teils weil ich im letzten Sommer Gelegenheit gehabt, an 
der biologischen Station Roscoff an der Westkiiste Frankreichs selbst 
einige Experimente zu machen. Was Kylins Experimente betrifft, 
scheinen sie mir ganz einwandfrei. Die Laminariaexemplare 
wurden aus dem Meere geholt und sogleich in der Weise gepriift, dab 
mit Stiirkelésung un Meerwasser eingetriinkte Filtrierpapiere an ver- 
schiedene Stellen des Thallus gelegt wurden. Eine Blautiirbung 
wurde nie erhalten. Ich kann also Kylins Auffassung beistimmen, 
daB die Laminariaarten an der schwedischen Westkiiste unter nor- 
melen Bedingungen oder unter Bedingungen, die den normalen mig- 
lichst gleich sind, Jod in nachweisbarer Menge nicht vertliichtigen. 

Bei meinen eigenen Experimenten in Roscoif konnte ich dagegen 
wie Dangeard eine Jodverfliichtigung konstatieren. Als Reagens 
benutzte ich mit Stirkelésung im Meerwasser eingetriinktes Filtrier- 
papier, und als Untersuchungsobjekt diente Laminaria flexi- 
caulis, die an der groBen Ebbe leicht zu erbeuten war. Exemplare, 
die bei dem niedrigsten Wasserstand ungefihr '/,—1 m unter der 
Wasserfliiche befestigt waren, wurden an der Basis abgeschnitten und 
sofort am Strande untersucht. Das Reagenzpapier wurde an ver- 
schiedene Stellen des Thallus gelegt. Die Papierstiicke am Stipes 
wurden rasch und stark blau gefarbt. Nach 1/,—1 Minute war im 
allgemeinen eine starke Blaufiirbung eingetreten. An der Zuwachs- 
region wurde bisweilen die Blaufiirbung schwiicher, und am Blatte 
kam sie weniger schnell und weniger regelmiiBig zur Erscheinung. 

Ks liegt also, was die Jodvertliichtigung betritit, ein Unter- 
schied zwischen den Laminarien an der franzésischen Westkiiste 
und denen an der schwedischen vor. Diese Verschiedenheit hiingt 
wahrscheinlich, wie Kylin (1931) betont, von den verschiedenen 
Lebensbedingungen an den beiden Kiisten ab. An der franzi- 
sischen Westkiiste ist der Unterschied zwischen Ebbe und Flut 
sehr groB, an der schwedischen Westkiiste aber sehr gering. Fiir 








972 Svante Suneson, Jodverfliichtigung bei den Laminariaarten. 


diese Erklirung sprechen Kylins Untersuchungen (1929, 1930) 
iiber den Mechanismus der Jodverfliichtigung. Nach diesen sind 
fiir die Jodverfliichtigung drei Voraussetzungen notwendig: Jodide, 
Jodidoxydasen und Sauerstofi. Jodide sind in den duBersten 
Zellschichten der Laminariaarten vorhanden. Die Jodidoxydasen 
werden in den Oberflichenzellen gebildet. Von dort ausgeschieden, 
durchtriinken sie die ganze iiuBere Zellwand. Die Oberfliichen- 
zellen enthalten demnach sowohl Jodide als Jodidoxydasen, doch 
wird in ihnen kein freies Jod gebildet. Nur wenn die Jodide 
aus den Zellen hinaustreten und in die AuBenwand hineinkommen, 
wird freies Jod abgespalten. Das Vorhandensein einer Jod- 
vertliichtigung bei den Laminariaarten steht also nach diesen 
Untersuchungen im Zusammenhang mit der Fihigkeit der Jodide, 
aus den lebenden Zellen hinauszutreten und ,das Problem der Jod- 
verfliichtigung ist damit in eine Permeabilitiitsfrage iibergefihrt 
worden® (Kylin 1930, S. 207). 

DaB die Jodvertliichtigung von den Gezeiten beeinfluBt wird, 
geht iibrigens auch aus Dangeards eigenen Untersuchungen 
hervor. Dangeard (1929) betont, daB die Intensitit der Jod- 
abgabe an blobgelegten Exemplaren viel gréBer ist als an Exem- 
plaren, die von einer Wasserschicht noch bedeckt sind. Weiter 
nimmt nach ihm die Jodverfliichtigung mit der Tiefe ab und sollte 
in einer Tiefe von 4—5 m nicht weiter stattfinden. An der 
schwedischen Westkiiste kommen die Laminariaarten erst in 
einer Tiefe von ungefihr 2m vor, und weil der Unterschied zwischen 
Ebbe und Flut sehr gering ist, ist diese Tiefe ziemlich konstant. 

Dangeard betrachtet die Jodverfliichtigung der Laminaria- 
arten als eine normale Lebenserscheinung. Kylin hingegen meint, 
daB man die Lebensverhiltnisse, unter denen die Jodabgabe statt- 
findet, d. h. wihrend der Ebbe, fiir die Pflanzen nicht als vollig 
normal betrachten kann. Ich méchte mich selbst der Auffassune 
Kylins anschlieBen. Obwohl die Ebbe eine regelmibige Er- 
scheinung ist, muB das Leben unter der Wasserfliche als das 
fiir die Laminarien eigentlich normale gelten. Die mehr oder 
weniger vollstiindige BloBlegung wiihrend der Ebbe vertragen sie frei- 
lich. DaB sie es aber nicht ohne weiteres tun, dafiir ist gerade die Jod- 
verfliichtigung ein Beleg. 


Literatur. 
Dangeard, Bull. Soc. Bot. France 75 (1928); Le Botaniste 21 (1929): 
22 (1930); Bull. Soe. Bot. France 77 (1930); Le Botaniste 23 (1931); 24 (1932). 
Kylin, Diese Z. 186 (1929); 191 (1930); 203 (1931). 























ix J. Rontgendiagramme Von Menschenknochen-, Rinderknos hen- und Zahn-Riiekstdnden 
“ Hydroxvlapatit (zum Vergleich), 
h Rinderknochen-Riiekstand., 
Menschenknochen-Riiekstand. 
¢@ Menschenknochen bei 600° wegliht, 
tinderzihne-Riiekstand. 
tinderziihne-Riiekstand bei Soo veghiulit 
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Hoppe Sevler’s Zeitschrift. fiir physiologische Chemie. Band CCX J HM. Tafel TI. 


Zu ..R. Klement und G. Tromel, 


lroxvlapatit, der Hauptbestandteil der anorganisehen NKnochen- und Zahnsubstanz:, 
(Seite 263.) 








Rontyvendiagramme von mit) Phosphat-Putferlosungen behandeltem Hydroxyvlapatit 


Hvdroxvilapatit (Ausgangsmaterial), 
Wie a, mit) Phosphat- Purferlosung pH 2 behandelt, 
Wie’ a, 
ad Wit a, 5 “ ; 
e Wie c, dann bei 900° gegliht, Bildung von tertiairem Calcitunphosphat. 
(Die Preile deuten aut die Linien des tertifiren Phosphats.) 
p-Ca, P.O. (zum Vergleich), 


y CAaHPO,-2H.O mit Twrode-Losung behandelt, Bildung von Hydroxvlapatit. 


Hoppe-Sevler’s Zeitschrift. fiir physiologische Chemie. Band CCNXUI. Tafel Tl. 


Zu .R. Klement und G. Tromel, 
Hydroxvlapatit, der Hauptbestandteil der anorganischen Knochen- und Zahnsubst. 12" 
(Seite 2638. 








